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A luteína, a qual são atribuídas propriedades antioxidantes, está associada à 
diminuição e prevenção da degeneração macular relacionada à idade (DMRI), principal 
causa de cegueira irreversível em idosos. Como este carotenóide não é sintetizado pelo 
organismo humano, a sua adição em iogurte é mais uma opção de suplementação de 
luteína, além de poder atuar na prevenção de foto-oxidação. As condições de estocagem 
de iogurtes em supermercados pode levar às alterações no produto devido à presença de 
riboflavina (RBF), que sob estímulo da luz e presença de oxigênio, promove oxidação 
de vitaminas, carboidratos, lipídeos e proteínas levando à formação de off-flavors e 
perda de nutrientes. Como a RBF emite fluorescência, uma das maneiras de avaliar a 
ocorrência de foto-oxidação em produtos lácteos é a determinação fluorimétrica da 
RBF. Para tal, uma metodologia empregando titulação espectrofluorimétrica de RBF 
utilizando proteína ligante de riboflavina (RBPO) como titulante, para determinação de 
RBF em leite foi otimizado e validado para iogurte. As determinações de RBF foram 
realizadas em espectrofluorímetro com acessório para medidas em front-face, em um 
ângulo de 27°. A seletividade do método foi determinada pela adição de padrão de RBF 
no iogurte e em água. As curvas se apresentaram paralelas com inclinações de 1,001 ± 
0,007 e 1,00 ± 0,03 para as titulações de RBF em água e em iogurte, e os limites de 
detecção e quantificação foram 0,0558 µg e 0,1691 µg respectivamente. A 
repetitividade, estimada pelo desvio padrão relativo, foi de 4,0 %. A exatidão foi de 99 
± 2 %, e os experimentos de robustez mostraram que o método é efetivo mesmo quando 
o produto foi analisado após 30 dias de estocagem, em iogurtes produzidos em dias 
diferentes, com diferentes massas de iogurte, com e sem adição de água. 
A influência da luz, embalagem e adição de luteína na estabilidade oxidativa do 
iogurte durante o tempo de estocagem foi estudada. A icionou-se corante contendo o 
equivalente a 1,5 mg de luteína, e o produto final acondicionado em embalagens com 
diferentes barreiras ao O2, foi estocado a 5°C, na presença e ausência de luz durante 35 
dias. As amostras foram analisadas nos dias 0, 7, 14, 21, 28 e 35, e os parâmetros 
avaliados foram os teores de carotenóides totais, riboflavina, oxigênio dissolvido na 
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amostra e presente no espaço vazio (headspace). Houve degradação da riboflavina nos 
iogurtes sem luteína e expostos à luz. Os iogurtes com luteína apresentaram teor de 
riboflavina e luteína constantes durante o tempo de estocagem, independente do tipo de 
embalagem usado. Quando presente, a luteína exerceu um papel protetor, impedindo a 
degradação da riboflavina e aumentando a estabilidade oxidativa do iogurte. 
 

































Lutein, to which is attributed antioxidant propertis, is associated with reduction 
and prevention of age-related macular degeneration (ARMD), the leading cause of 
irreversible blindness in the elderly. This carotenid is not synthesized by the human 
body, and its addition in yogurt is another option f r supplemental lutein and could act 
in preventing photo-oxidation. The conditions of storage of yogurt in supermarkets can 
lead to changes in the product due to the presence of riboflavin (RBF), which under the 
stimulus of light and the presence of oxygen, promotes oxidation of vitamins, 
carbohydrates, lipids and proteins, leading to the formation of off-flavors and loss of 
nutrients. Since RBF fluorescences, one of the ways to evaluate the occurrence of 
photo-oxidation in dairy products is the fluorimetric determination of the RBF. For this, 
a methodology for the determination of RBF in milk employing spectrofluorimetric 
titration  using the protein (RBPO) as titrant was optimized and validated for yogurt. 
Measurements of RBF were performed using a spectrofluorimeter with accessory 
measures in front-face at an angle of 27°. The selectivity of the method was determined 
by standard addition of RBF in yogurt and in water. The curves performed in parallel 
with slopes of 1.001 ± 0.007 and 1.00 ± 0.03 RBF for titrations in water and in yoghurt 
and the detection limits and quantification were 0.0558 µg and 0.1691 µg, respectively. 
The repeatability, estimated by the relative standard deviation was 4.0%. The accuracy 
was 99 ± 2% and the experiments showed that method robustness is effective even 
when the product was tested after 30 days of storage for yogurts produced on different 
days with different masses of yogurt, with or without addition of water. 
The influence of light, packaging and addition of lutein to yogurt during storage 
time was studied. A dye containing the equivalent of 1.5 mg of lutein was added and the 
final product was packed in containers with different barriers to O2 stored at 5° C in the 
presence and absence of light. The samples were analyzed on days 0, 7, 14, 21, 28 and 
35. The parameters evaluated were the levels of carotenoids and riboflavin, and of 
oxygen dissolved in the sample and present in the headspace. There was degradation of 
riboflavin in yogurt without lutein and exposed to light. The yogurts with lutein showed 
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that riboflavin content and lutein contents were constant during the storage time, 
regardless of the packaging used. When present, lutein had a protective role, preventing 
the degradation of riboflavin and increasing the oxidative stability of yogurt. 
 





















Os carotenóides são pigmentos naturais conhecidos por sua atividade biológica e 
aplicação como corantes, dentre os quais se destaca a luteína, uma xantofila que se 
acumula na mácula, parte central da retina humana responsável pela acuidade visual e a 
qual se atribuem propriedades antioxidantes e diversas atividades biológicas contra 
doenças degenerativas. A luteína está associada principalmente com a diminuição e 
prevenção da ocorrência de catarata e degeneração macular relacionada à idade 
(DMRI), que é a principal causa de cegueira irreversí l em idosos. A luteína não é 
sintetizada pelo organismo humano e pode ser encontrada em verduras folhosas escuras, 
como espinafre, brócolis e couve e, na forma de suplementos. Com a crescente 
valorização de alimentos industrializados funcionais e o aumento da preocupação com a 
saúde e bem-estar, a aplicação da luteína como ingrediente em bebidas e alimentos pode 
ser bastante conveniente e atrativa. Neste cenário os produtos lácteos se destacam e são 
os principais veículos para adição de substâncias funcionais. Entretanto, a luteína e os 
produtos lácteos são sensíveis à ação da luz e do oxigênio. Os produtos lácteos são 
sensíveis à luz devido à presença da riboflavina (vit mina B2), caracterizada por ser um 
forte sensitizador, capaz de absorver a energia luminosa e transferi-la para moléculas de 
oxigênio altamente reativas, desencadeando uma série de reações de oxidação nos 
componentes do leite resultando em perdas nutricionais e alterações sensoriais. Sabe-se 
também que os carotenóides atuam como antioxidantes uma vez que desativam espécies 
reativas de oxigênio e sensitizadores excitados, além de atuarem como filtro à luz. A 
espectroscopia de fluorescência aliada à técnica de front-face tem sido amplamente 
explorada para a avaliação da foto-oxidação em produtos lácteos. É importante estudar a 
estabilidade da luteína durante o processamento e a estocagem dos produtos lácteos e a 
qualidade dos produtos adicionados de luteína e a cap cidade antioxidante da luteína na 















































Esta revisão aborda as características dos carotenóides com destaque para a 
luteína e sua importância como agente antioxidante. São descritos os benefícios trazidos 
à saúde devido ao consumo de fontes de luteína, como por exemplo, diminuição da 
incidência de Degeneração Macular Relacionada à Idade (DMRI) e de catarata. 
Também é discutido o comportamento da luteína frente às diversas condições de 
processamento e estocagem. Em vista da possibilidade de adição de luteína em produtos 
lácteos como, por exemplo, em iogurte, é abordada a estabilidade destes produtos em 
relação à luz e ao oxigênio. Estes fatores podem ser prejudiciais tanto para luteína 
quanto para riboflavina, a qual está naturalmente presente e pode desencadear reações 
de foto-oxidação, prejudicando a qualidade do produto. É apresentada uma maneira de 
monitorar a foto-oxidação em iogurte, por meio da utilização de espectroscopia de 
fluorescência aliada à técnica de front-face, e por fim, destaca-se a influencia de 
diferentes embalagens utilizadas no acondicionamento de produtos lácteos. 
 
Palavras-chave: luteína, riboflavina, foto-oxidação, produtos lácteos, 













This review deals with the characteristics of the carotenoid lutein and highlighs 
its importance as an antioxidant agent. The benefits to health due to consumption of 
sources of lutein, such as decreased incidence of age-related macular degeneration 
(ARMD) and cataracts are described. The behavior of lutein against the various 
conditions of processing and storage are discussed. Considering the possibility of 
adding lutein to milk products, for example, in yogurt, the stability of these products in 
relation to light and oxygen is addressed. These factors can be harmful for both lutein 
and for riboflavin, which is naturally present and can trigger reactions of photo-
oxidation, impairing the quality of the product. It presents a way to monitor the photo-
oxidation in yoghurt, through the use of a front-face fluorescence spectroscopy 
technique and, finally, highlights the influence of different packaging materials used for 
packaging dairy products. 
 
Key-words: lutein, riboflavin, photooxidation, dairy products, fluoresence 



















O crescimento da população de idosos é um fenômeno mundial que está 
ocorrendo em níveis sem precedentes. Em 1950, eram cerca de 204 milhões de idosos 
no mundo; em 1988, este contingente alcançou 579 milhões de pessoas. Projeções 
indicam que, em 2050, a população idosa será de 1 bilhão e 900 milhões de pessoas. 
Considerando as tendências verificadas para as taxade fecundidade e longevidade da 
população brasileira, as estimativas para os próximos 20 anos indicam que a população 
idosa pode exceder 30 milhões de pessoas, representando aproximadamente 13% da 
população brasileira (IBGE, 2002). 
O envelhecimento é um processo natural que se inicia o nascimento, e envolve 
diversas alterações fisiológicas como alterações no fu cionamento do sistema digestivo, 
nas condições físicas e na percepção sensorial (GUIMARÃES, 2004). Uma das 
deficiências decorrentes do avanço da idade, a degeneração macular relacionada à idade 
(DMRI) atinge 25% da população acima de 75 anos no Brasil, sendo responsável pela 
cegueira irreversível (IOG, 2010; CBO, 2010). A ingestão de 6 mg ao dia de luteína 
(SEDDON, 1994) está associada à diminuição da ocorrência e prevenção da DMRI. 
Atualmente, o tratamento e a prevenção de DMRI são realizados por meio da ingestão 
de cápsulas de luteína. 
O leite e seus derivados constituem-se uma das melhores fontes de cálcio, 
vitaminas, e proteínas, com inúmeras funções no organismo. Os produtos lácteos atuam 
como elo na união das tendências representadas pelo aumento na proporção de idosos 
na população e pela busca por hábitos alimentares mais saudáveis.  
A prosperidade do setor lácteo se justifica tanto pel apelo nutricional como pelo 
funcional dos produtos derivados do leite, uma vez que os consumidores tendem a pagar 
mais por produtos que acreditam contribuir beneficamente para a saúde. No Brasil, 
houve um aumento de 20% no consumo de alimentos funcionais de 2001 a 2005, um 
mercado que em 2005 movimentou US$ 600 milhões. Nos últimos cinco anos, o 
consumo de alimentos saudáveis no Brasil (considerados produtos diet e light, 
alimentos funcionais, orgânicos, naturalmente saudáveis e específicos para quem tem 
intolerância a certos tipos de alimentos) passou de R$ 15,9 bilhões, em 2004, para R$ 
28,9 bilhões em 2009, indicando um crescimento de 82%. Acredita-se que até 2014 o 
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consumo destes alimentos cresça mais 39% e chegue aos R$ 39,2 bilhões (SEBRAE, 
2010). 
Os produtos lácteos vêm sendo o principal veículo para a adição de substâncias 
benéficas à saúde. Um exemplo disso é o iogurte adicionado de probióticos, que 
corresponde a 75% dos produtos funcionais comercializados no mundo inteiro. As 
vendas de iogurtes no mundo saltaram de US$ 29,3 bilhões para US$ 47,6 no período 
de 2002 a 2007 (MILK POINT, 2008). No Brasil, o iogurte foi o produto que mais 
cresceu em consumo no ano de 2007, com aumento de 32% das vendas em relação a 
2006 (NECNETWORK, 2008). Uma pesquisa realizada pel FIESP e IBOPE (2010) 
indica que o iogurte é o produto que mais desperta o desejo no consumidor quando 
lançado no mercado, à frente de biscoitos, sucos prontos para beber, chocolates, queijos, 
alimentos congelados e arroz. 
O consumo de iogurte, além de ser fonte de cálcio e vitaminas como o leite, 
apresenta como benefícios a fácil digestão, auxilia na recuperação do organismo após 
problemas digestivos, apresenta teor reduzido de lactose, além de ser conveniente. 
Entretanto, o iogurte pode sofrer modificações frente às condições de estocagem em 
supermercados devido à presença de riboflavina, que sob o estímulo de luz e na 
presença de oxigênio, promove oxidação de vitaminas, carboidratos, lipídios e proteínas 
(SKIBSTED, 2000). Da mesma forma, a luteína também pode ser degradada na 
presença de luz e oxigênio (CALVO, 2005). 
 
2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1 Carotenóides 
Os carotenóides são pigmentos amplamente distribuídos na natureza e 
encontrados em plantas superiores, algas, fungos e bactérias e também em alguns 
animais como pássaros e crustáceos. Somente plantas e microrganismos sintetizam 
carotenóides e, portanto a sua presença em animais é atribuída à ingestão de alimentos 
(BRITTON, 2006. OTLES, 2006). 
Os carotenóides são caracterizados pela presença de uma cadeia de carbono 
central onde se alternam ligações simples e duplas, e de grupos cíclicos ou acíclicos nas 
extremidades da cadeia (BRITTON, 1995a). A maioria dos carotenóides apresenta 
características lipofílicas e, portanto, é solúvel em óleos e solventes orgânicos. Além 
disso, os carotenóides são moderadamente estáveis ao calor, apresentam perda de 
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coloração ao sofrer oxidação e podem ser facilmente isomerizados por ação do calor, 
ácido ou luz. Os carotenóides abrangem cores que vão do amarelo ao vermelho e assim, 
apresentam comprimentos de onda de aproximadamente 430 a 480 nm. Por 
apresentarem uma estrutura altamente insaturada e conjugada, os produtos de 
degradação dos carotenóides são bastante complexos. Durante a oxidação, compostos 
com grupos carboxílicos e epóxidos são formados inicialmente. A oxidação também 
resulta na formação de compostos de cadeia curta mono e di-oxigenados, muitos deles 
voláteis (ELBE e SCHWARTZ, 1996). 
 
2.2 Luteína 
Os carotenóides compreendem dois grupos estruturais: os carotenos, que 
possuem cadeia caracterizada pela presença de carbono e hidrogênio e as xantofilas que 
apresentam oxigênio na cadeia e consistem em uma variedade de derivados que 
geralmente contêm grupos hidroxílicos, epóxido e aldeído, por exemplo, (ELBE e 
SCHWARTZ, 1996). A luteína é a xantofila dominante em vegetais amarelos e de 
folhas verdes e também no plasma humano. A zeaxantina é um isômero da luteína, 
diferindo estruturalmente na posição de uma ligação dupla. A luteína apresenta grupos 
terminais β e ε, enquanto a zeaxantina é simétrica e possui dois grupos terminais β 
(Figura 1). Tanto a luteína quanto a zeaxantina são dihidroxicarotenóides com grupos 
hidroxilas localizados nos carbonos 3 e 3`. Fontes ricas em luteína incluem couve (15 
mg/100g), salsa (10,82 mg/100g) espinafre (9,2 mg/100g), abóbora (2,4 mg/100g) e 
brócolis (1,5 mg/100g) (CARVALHO, 2000). 
 
 
Figura 1. Estrutura química da luteína e zeaxantina 
 
Em humanos, assim como em plantas, acredita-se que a lut ína apresenta duas 
grandes funções protetoras: (1) como filtro de luz azul e (2), como inativador e 
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sequestrador de espécies reativas de oxigênio foto-induzidas (ALVES-RODRIGUES e 
SHAO, 2004). A luz azul (de comprimento de onda de aproximadamente 450 nm) é a 
forma de luz visível de maior energia, e é conhecida por induzir dano foto-oxidativo 
pela geração de espécies reativas de oxigênio (EROs). A luteína, com pico de absorção 
a 446 nm no espectro visível tem propriedade antioxidante atribuída à sua estrutura 
caracterizada pela presença de elevado número ligações duplas alternadas. Estas 
ligações permitem a absorção de energia das espécie reativas de oxigênio (EROs), 
canalizando-as através da longa cadeia de ligações duplas que se encontram em 
ressonância. A energia é liberada na forma de calor, regenerando a molécula ao seu 
estado original (SOUTHON, 2003 apud STRINGHETA et al., 2006). 
Estudos mostraram que o consumo de luteína é inversam nte proporcional ao 
risco de doenças oculares, como a degeneração macular relacionada à idade (DMRI) 
(SEDDON et al., 1994). Além disso, alguns estudos indicam que a luteína pode 
contribuir para redução do risco de aterosclerose (MARES-PERLMAN et al., 2002) e 
manutenção da saúde da pele, uma vez que reduz danos provocados pela incidência de 
luz UV (CHEN et al., 2002). 
Assim como os carotenóides, a luteína e a zeaxantina são absorvidos no intestino 
da mesma maneira que os lipídios ingeridos na dieta. Acredita-se que os carotenóides 
são absorvidos no intestino delgado por processo de difusão passiva (DURING et al., 
2005). Os ésteres de ácidos graxos da luteína e zeaxantina são quebrados no lúmen do 
intestino delgado antes da captação pela mucosa. Os carotenóides são captados pela 
mucosa do intestino delgado e “empacotados” por triacilglicerol em quilomicrons, os 
quais serão transportados para o fígado (PARKER, 1996). 
Na corrente sanguínea, os carotenos são encontrados primariamente nas 
lipoproteínas de baixa densidade (LDL), enquanto que as xantofilas (que contém um ou 
mais grupos polares) estão distribuídas entre o LDLe as lipoproteínas de alta densidade 
(HDL) (CLEVIDENCE e IERI, 1993). Os carotenos, sendo lipofílicos são localizados 
no centro da lipoproteína, enquanto que as xantofilas, sendo mais polares, estão 
localizadas na superfície das lipoproteínas, e por iss  se distribuem de forma equilibrada 
entre LDL e HDL. (MASSEY, 1984). 
Entretanto, a absorção da luteína e da zeaxantina pelo organismo relaciona-se 
com o conteúdo de lipídios presentes na dieta. Um estudo (ROODENBURG et al., 
9 
 
2000) concluiu ser necessária quantidade mínima de gordura de 3 g para que ocorra 
desesterificação dos diésters de luteína e absorção da luteína. 
Outros fatores podem afetar a absorção de luteína, como, por exemplo, a 
solubilidade. Luteína livre ou esterificada é pratic mente insolúvel em sistemas 
aquosos, e a solubilidade em óleo é limitada. Para facilitar a incorporação da luteína em 
diferentes tipos de alimentos, a substância pode ser ncapsulada ou microencapsulada 
(AMAR et al., 2003). 
O leite materno é a única fonte de luteína e zeaxantina para o bebê. Quando o 
bebê é alimentado exclusivamente com leite materno, há aumento do conteúdo de 
luteína e zeaxantina no plasma no primeiro mês de vida, enquanto que a alimentação 
com fórmulas infantis mostra declínio destes carotenóides no mesmo período 
(JOHNSON et al., 1995). Um estudo alemão relatou que o colostro apresenta maior teor 
de luteína e zeaxantina (164, 0 ± 84, 9 nmol/L de lut ína e 33,2 ± 17,2 nmol/L de 
zeaxantina), que o leite maduro (88,1 ± 37,8 nmol/L de luteína e 19,5 ± 10,2 nmol/L de 
zeaxantina) (SCHWEIGERT et al, 2004). Outro estudo sobre a composição de 
carotenóides no leite humano em 9 países mostrou que a l teína é um dos carotenóides 
mais presentes no leite materno, juntamente com o β-caroteno (CANFIELD et al., 
2003). 
O processamento de alimentos como moagem, fermentação e rápido 
aquecimento, usualmente melhoram a disponibilidade das xantofilas, provavelmente 
devido à dissociação dos complexos proteínas-carotenóid s e/ou à dissociação dos 
complexos cristalinos dos carotenóides (DEMIG e ERDMAN, 1999). Fatores como má 
nutrição e parasitas intestinais são associados à reduzida eficiência de absorção de 
carotenóides (OLSEN, 1999). 
A luteína e a zeaxantina, assim como os carotenóides em geral, ocorrem na 
configuração all-trans, que é mais termodinamicamente estável (VON DOERING et al., 
1995). Tem sido demonstrado que a formação de isômeros cis é decorrente do 
processamento de alimentos (SCHIEBER e CARLE, 2005). Calor, luz, presença de 
sensitizadores no estado triplete (como por exemplo, a riboflavina) e de compostos 
eletrofílicos (por exemplo, quinonas) (DE RIGAL et al., 2000) são fatores que 
geralmente afetam a isomerização de carotenóides em alimentos. 
Esta transformação é associada a alterações nas propriedades biológicas e físico-
químicas. Geralmente os isômeros ci são termodinamicamente menos estáveis e 
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apresentam menor ponto de fusão, em relação aos corresp ndentes trans. O espectro 
UV-visível dos cis é caracterizado pelo aparecimento de um novo pico de absorção, ao 
redor de 330 – 350 nm, e decréscimo da intensidade e cor (BRITTON, 1995b). 
Em relação à capacidade de inativar oxigênio singlete, os isômeros cis do β-
caroteno demonstraram ser menos efetivos que o all-trans-β-caroteno (STAHL & SIES, 
1993). Jimenez e Pick (1993) observaram que o 9-cis-β caroteno é degradado mais 
rapidamente que o isômero all-trans correspondente quando exposto às espécies reativas 
de oxigênio. Um estudo realizado por Stahl e Sies (1993) também indicou que o 
isômero all-trans-β-caroteno é absorvido preferencialmente por humanos. 
Aman et al. (2005) confirmaram que o processamento térmico aumentou a 
formação de isômeros cis de luteína e zeaxantina de 12 a 30% e de 7 a 25% 
respectivamente. O processo de conserva de espinafre, entretanto, resultou em 
decréscimo dos isômeros cis, de 21 a 14%. Até o momento, não há estudos sobre a 
implicação do consumo dos isômeros ci , e sobre o destino dos isômeros ci das 
xantofilas durante a digestão a absorção pelo organismo. 
 
2.2.1 Efeitos do processamento e estocagem 
2.2.1.1 Tratamento térmico 
Há dados contraditórios sobre a influência do tratamento térmico na 
concentração da luteína. Alguns autores relatam aumento da concentração de luteína, 
enquanto que outros não encontraram alterações durante o aquecimento e estocagem 
(CALVO, 2005). 
Em geral, a maior concentração de luteína em alimentos enlatados em relação 
aos alimentos in natura pode ser devido a: 1) perda de sólidos solúveis no meio; 2) 
inativação de enzimas que oxidam carotenóides e ou 3) rompimento dos complexos 
proteína-carotenóide (UPDIKE e SHWART, 2003). 
Esses resultados contraditórios podem ser explicados pela extração incompleta 
dos carotenóides dos cloroplastos de alimentos in natura, uma vez que formam 
complexos com componentes como proteínas. O processo d  aquecimento é responsável 
pela desnaturação protéica e consequente aumento da disponibilidade dos carotenóides, 




2.2.1.2 Luz e oxigênio 
Os carotenóides quando expostos à luz, originam uma série de reações. Quando 
a incidência de energia da luz ultrapassa a região de absorção do carotenóide, reações de 
fotoisomerização competem com as de fotodegradação, enquanto que na presença de 
sensitizador e luz (não necessariamente na mesma região de absorção dos carotenóides) 
ocorrem reações de isomerização e oxidação, geralmente, com a presença de um 
carotenóide em estado triplete como intermediário (MONTENEGRO et al., 2004). A 
reação depende da intensidade de luz, comprimento de luz, temperatura, solvente e 
presença de catalisadores e sensitizadores no meio (MERCADANTE, 2008). 
Perdas de 21 a 23% no conteúdo de β-caroteno, α-caroteno e luteína foram 
observadas durante a estocagem de suco de cenoura sob luz (1500 lux) a 25°C durante 
12 semanas. As perdas foram acompanhadas pelo aumento da concentração de isômero 
13-cis do β-caroteno, α-caroteno e luteína durante a estocagem no escuro, enquanto que 
a formação de 9-cis- β-caroteno, 9-cis-α-caroetno e 13-cis-luteína foram favorecidas 
pela estocagem sob luz (CHEN et al., 1996). 
A comparação do efeito da luz nos carotenóides present  nos alimentos é difícil 
de ser feita, uma vez que diferentes alimentos possuem composições diferentes quanto 
aos isômeros. A presença de macromoléculas oferece c rta fotoproteção aos 
carotenóides em alimentos, através da complexação com as proteínas ou agindo como 
filtro reduzindo a incidência de luz (MERCADANTE, 2008). 
A degradação de carotenóides foi estudada em simulação de envelhecimento de 
vinho do Porto. O vinho do Porto foi saturado com oxigênio, suplementado com luteína 
e β-caroteno e mantido a 60 °C durante 87 horas. Os resultados mostraram que houve 
decréscimo de 95% nos níveis de luteína e de 10% nos níveis de β-caroteno, indicando 
que a luteína foi mais sensível à degradação que o β-caroteno (FERREIRA et al., 2008).  
 
2.2.1.3 Outros tratamentos industriais 
Condições de estocagem podem influenciar a concentração de luteína. Fatores 
como luz e temperatura e oxigênio podem influenciar a degradação e reações de 
isomerização (CALVO, 2005). Shi e Chen (1997) estudaram o efeito de luz e 
temperatura em luteína pura durante a estocagem. Os autores relataram que a 
iluminação e a alta temperatura promoveram a degradação da luteína, enquanto que a 
estocagem em freezer manteve a concentração de luteína praticamente inalterada. A 
12 
 
influência da temperatura também foi estudada por Mnreal et al (1999) em feijões 
verdes, que foram estocados em temperaturas de 12,8 °C e 4 °C, durante 26 dias. Na 
temperatura de 12,8 °C não houve decréscimo de luteína, nquanto que a 4 °C a luteína 
diminuiu com o passar do tempo. 
Os efeitos da estocagem sob luz foram estudados por Kopas-Lane e Warthesen 
(1995) que relataram ter havido perda de 25% na concentração de luteína quando 
espinafre foi armazenado sob luz durante 8 dias. Não foram observadas alterações na 
concentração de luteína quando o espinafre foi estocado no escuro. 
Entretanto, a luz não afeta a concentração da luteína da mesma maneira em 
todos os vegetais. Kopas-Lane e Warthesen (1995) relataram que não houve influência 
da luz durante a estocagem de cenouras. A diferença de comportamento da luteína em 
diferentes vegetais pode ser devida à presença de clorofila, que sensitizada pela luz 
induz a produção de espécies reativas de oxigênio. 
Em relação à isomerização, Tang e Chen (2000) observaram diminuição da 
concentração de all-trans-luteína e aumento de 13-cis e 9-cis luteína durante estocagem 
em temperaturas entre 4 e 45 °C durante 12 semanas de cenoura liofilizada. 
Durante o processo de fermentação utilizado em alguns alimentos ocorre 
diminuição do pH, o que não afetou a concentração de luteína (MINGUEZ-
MOSQUERA e GALLARDO-GUERRERO, 1995). O processo de extrusão também 
afeta as concentrações de luteína. Ervilhas verdes submetidas à extrusão em 
temperaturas de 90, 100 e 120 °C sofreram redução nas concentrações de luteína 
(GRELA et al., 1999). 
Em suma, os principais fatores que afetam a estabilid de da luteína são a luz e o 
oxigênio. O tratamento térmico apresenta importância nos produtos in natura, onde 
após a aplicação de temperatura elevada, a luteína fica mais disponível. 
 
2.2.2 Luteína e produtos lácteos 
Até o momento, poucos estudos sobre a adição de luteína em produtos lácteos 
foram encontrados. Jones et al. (2005) estudaram a estabilidade da luteína durante a 
maturação de queijo Cheddar. As amostras tinham diferentes concentrações de luteína: 
1, 3 e 6 mg / 28 g (porção de queijo), foram acondicionadas em embalagens a vácuo e 
maturadas durante 24 dias a 4,5°C, na ausência de luz. Foram analisados a cor, o pH, a 
contagem microbiana, as características sensoriais e a estabilidade durante o processo de 
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maturação. Os atributos de cor a* e b* diferiram signif cativamente entre as amostras 
adicionadas de luteína e o controle, o que não foi bservado para o atributo L* e para 
pH. Em relação às características sensoriais, os provadores relataram que os queijos 
adicionados de luteína apresentaram um sabor amargo, mas não diferiram quanto à 
textura e aparência. A quantificação de luteína durnte o período de estocagem mostrou 
que não houve degradação de luteína. 
Aryana et al. (2006) verificaram a estabilidade da luteína adicionada em iogurte 
de morango. Foram adicionadas concentrações de 0,5; 1,5; e 3,0 mg por 170 g de 
iogurte, e os parâmetros analisados foram pH, sinérese, viscosidade, cor, contagem 
microbiana, características sensoriais, e quantificação da luteína durante 5 semanas a 
5°C. Os resultados mostraram que a luteína não afetu os parâmetros anteriormente 
descritos. Entretanto houve diminuição de aproximadamente 10% da concentração de 
luteína durante o período de estocagem refrigerada. Essa diminuição da luteína foi mais 
acentuada principalmente na quinta semana 
Em um estudo realizado com cream cheese, Tokusoglu (2008) adicionou 0,5; 
0,75; 1,5 e 3,0 mg de luteína para cada porção de 170g. De forma semelhante aos 
trabalhos citados acima, os parâmetros analisados durante 6 semanas de estocagem 
refrigerada foram estabilidade da luteína, pH, sinérese, cor, viscosidade, contagem 
microbiana e características sensoriais. Os resultados mostraram que as amostras 
adicionadas da maior quantidade de luteína apresentaram diferença significativa em 
relação ao parâmetro de cor a*. O conteúdo de luteína se apresentou inalterado durante 
o período estudado. 
A partir dos estudos citados acima, é possível afirm r que até o momento não há 
pesquisas que avaliam a interação entre a luteína e a foto-oxidação que ocorre em 
produtos lácteos durante estocagem refrigerada na presença de luz ou em condições 
similares às encontradas no supermercado em decorrên ia da ação da riboflavina 
sensitizada pela luz. 
 
2.2.3 Benefícios à saúde 
2.2.3.1 Degeneração macular relacionada à idade (DMRI) 
A degeneração macular relacionada à idade (DMRI) é a degradação da porção 
central da retina, incluindo a mácula (NEWCOMB et al., 1992) e é a maior causa de 
cegueira irreversível em idosos (KRINSKY et al., 2003). Estima-se que 1 milhão e 
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seiscentos mil americanos apresentam esta doença e devido ao aumento da expectativa 
de vida da população, este número possa dobrar nos próximos anos (FINE et al., 2000). 
De acordo com o Conselho Brasileiro de Oftalmologia, aproximadamente 10% da 
população brasileira entre 65 e 74 anos e 25% acima de 75 anos sofrem com a 
degeneração macular. Os principais fatores relaciond s à incidência de DMRI são: pele 
clara e olhos claros; exposição excessiva à luz solar; tabagismo e dieta rica em gorduras 
(CBO, 2010). 
A “mácula lútea” é a área da retina de máxima acuidade visual. A luteína e a 
zeaxantina são pigmentos responsáveis pela coloração deste tecido (KHACHIK et al., 
2002). Estes compostos também estão presentes em parte da retina, mas a concentração 
na mácula é consideravelmente maior (LANDRUM et al., 1999). 
Acredita-se que a luteína e a zeaxantina protegem os olhos de duas maneiras. 
Uma hipótese é que o a luteína e a zeaxantina filtrm e absorvem a luz azul, que é 
danosa aos fotoreceptores e ao epitélio da retina (HAM et al., 1984). A segunda 
hipótese é que esses carotenóides atuam como antioxidantes limitando o estresse 
oxidativo do tecido, resultante do metabolismo e da ação da luz (KHACHIK et al., 
1997). Um dos danos causados a retina pela ação da luz é a geração de radicais livres, 
que levam a oxidação dos lipídios presentes nas membranas (HAM et al., 1984). O 
aparecimento de produtos da oxidação da luteína e da zeaxantina junto à retina sugere 
que estes componentes possuem função antioxidante (KHACHIK et al. 1997). 
Muitos estudos mostram evidências que os pigmentos maculares atenuam o dano 
causado pela luz na retina humana (HAEGERSTROM-PORTNOY, 1988). 
Estudos, realizados em humanos, sugerem que a ingestão diária de luteína e 
zeaxantina pode levar ao acúmulo destes carotenóides na retina, promovendo proteção 
contra a degeneração macular. Em um estudo prospectivo (HAMMOND et al., 1997), 
onze pessoas adicionaram na dieta 60 g/dia de espinafre (o equivalente a 11 mg de 
luteína e 0,3 mg de zeaxantina) durante 15 semanas. Oito pessoas apresentaram 
aumento no teor de luteína no plasma e na mácula, das pessoas apresentaram aumento 
de luteína somente no plasma e uma pessoa não apresentou alterações no teor de luteína 
no plasma e na mácula. O estudo concluiu que, em geral, a modificação da dieta 
resultou no aumento da concentração da luteína e zexantina na mácula. Em um estudo 
semelhante, Landrum et al. (1997) relataram que a suplementação de 30 mg luteína /dia 
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durante 140 dias resultou em crescimento dos níveis de luteína no plasma e na mácula 
do olho humano. 
Outros estudos também evidenciaram que a proteção contra a DMRI pode ser 
obtida pela ingestão de luteína. Seddon et al., (1994), relataram que a proteção de DMRI 
estava associada com a ingestão de carotenóides específicos. Neste estudo os 
voluntários que ingeriram maior quantia de carotenóides tiveram diminuição de 43% no 
risco de desenvolver DMRI. Os autores então investigaram quais carotenóides foram 
responsáveis por este efeito e encontraram forte associ ção entre a ingestão de luteína e 
zeaxantina e a proteção contra DMRI. O grupo que consumiu maior quantia de luteína e 
zeaxantina (6 mg ao dia) apresentou diminuição de 57% no risco de desenvolver DMRI. 
Ainda em outro estudo, foi relatado que pacientes que sofriam de DMRI foram 
suplementados com 10 mg de luteína por dia, o que resultou em efeitos positivos na 
visão incluindo maior sensibilidade ao contraste e acuidade visual (RICHER et al., 
2004). 
Entretanto, um estudo com 8222 pessoas acima de 40 anos não verificou relação 
entre luteína/zeaxantina e prevalência de DMRI. Neste tudo, altos níveis de luteína e 
zeaxantina foram relacionados com reduzidas anormalidade do epitélio pigmentar da 
retina (EPR), que são sinais da DMRI, e concluíram que as relações entre estes 
carotenóides e a DMRI podem ser influenciadas pela idade e etnia, e requer avaliações 
separadas em estudos prospectivos (MARES-PERLMAN et al., 2001). 
Os benefícios da luteína e zeaxantina, bem como a dose necessária para 
prevenção da degeneração macular permanecem incertos. A Food and Drug 
Administration (FDA) conduziu uma revisão de estudos sobre as evidênc as científicas 
do papel da luteína e zeaxantina na degeneração macular e catarata, e concluiu que há 
necessidade de mais estudos e de maior comprovação dessas evidências (TRUMBO e 
ELLWOOD, 2006). Da mesma forma, a legislação brasileira não considera que o 
consumo de luteína esteja relacionado com a diminuição e prevenção de DMRI ou 
outras doenças. Apenas considera que: “a luteína tem ação antioxidante e protege as 
células contra os radicais livres” (ANVISA, 2008). 
 
2.2.3.2 Catarata 
Atualmente, a catarata é uma das principais causas de cegueira reversível no 
mundo e acomete 75% das pessoas com idade acima de 70 anos. Cerca de 350 mil 
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brasileiros são operados todos os anos em decorrência da doença (CBO, 2010). A 
catarata é caracterizada pela presença de opacidade parcial ou completa em um ou 
ambos os olhos causada pela precipitação de proteínas que sofreram foto-oxidação 
resultando em dificuldades de visão ou cegueira (BRON et al., 2000). A luteína e a 
zeaxantina são os dois únicos carotenóides identificados nas lentes do cristalino humano 
(YEUM et al., 1995). Embora a concentração destes carotenóides seja menor nas lentes 
do que na mácula, acredita-se que exerçam papel similar (MARES-PERLMAN et al., 
2002). 
A relação entre luteína/zeaxantina e o risco de catarata foi estudada por Chasan-
Taber et al. (1999). Mulheres que ingeriram altas quantidades de luteína e zeaxantina  
apresentaram redução de 22% no risco de catarata. Mares-Perlman et al. (1995) 
observaram que a ingestão de aproximadamente 0,95 mg por dia de luteína reduziu em 
27% a prevalência de catarata. Hankinson et al. (1992) reportou que pacientes 
submetidos à cirurgia de cataratas apresentavam baixa ingestão de alimentos ricos em 
luteína. 
Um estudo duplo-cego envolvendo suplementação com luteína (15 mg/dia, 3 
vezes por semana durante 2 anos), α-tocoferol (100 mg/dia, 3 vezes por semana durante 
dois anos) e placebo em pacientes com catarata mostrou que a performance visual 
(acuidade visual e sensibilidade à luz) melhorou no grupo suplementado somente com 
luteína (OLMEDILLA et al., 2003). 
 
2.2.3.3 Saúde da pele 
A exposição da pele às numerosas agressões ambientais pode levar ao 
envelhecimento precoce. Destes agentes, nenhum é mais comum que os raios 
ultravioletas provenientes da luz solar. A defesa primária imediata contra o dano da pele 
é a capacidade antioxidante da mesma. Entretanto, esse sistema de defesa pode ser 
comprometido pela exposição moderada à luz UV (PALOMB  et al., 2007). A luz UV 
abrange três faixas de comprimento de onda: UVC (200 a 280 nm), absorvido pela 
camada de ozônio, UVB (280 a 320 nm) e UVA (320 a 40 nm) os quais causam danos 
à pele (PEAK e PEAK, 1993 apud SENDER et al, 2004).  
Um estudo clínico avaliou a eficácia da luteína e zeaxantina, sob cinco 
parâmetros fisiológicos da pele (lipídios da superfície, hidratação, atividade 
fotoprotetora, elasticidade da pele e peroxidação lipídica da pele) de humanos. Os 
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carotenóides foram administrados oralmente, topicamente ou em combinação (oral e 
tópico). Os resultados obtidos indicam que a administração da combinação oral e tópica 
provê maior grau de proteção antioxidante (PALOMBO et al., 2007). Estudos também 
mostraram que a ingestão oral de uma mistura de antioxidantes contendo 6 mg de 
luteína e 0,3 mg de zeaxantina por dia induz um aumento dos lipídios da superfície da 
pele e hidratação, enquanto que simultaneamente, reduz a quantia de lipídios oxidados 
pela exposição à luz UV (MORGANTI et al., 2002 apud PALOMBO et al., 2007). 
 
2.2.3.4 Prevenção de câncer e doenças cardiovasculares 
Agentes capazes de reagir e modificar quimicamente o DNA são conhecidos 
como carcinogênicos potenciais. Assim qualquer substância que proteja o DNA ou 
aumenta a atividade de reparo em caso de danos, possui benefícios à saúde (CALVO, 
2005). 
Estudos conduzidos por Michaud et al. (2000) mostraram que dietas ricas em 
carotenóides, provenientes de frutas e vegetais, pode reduzir o risco de câncer de 
pulmão. Dorgan et al (1998) relatou que os carotenóid s β-criptoxantina, licopeno, 
luteína e zeaxantina podem proteger contra câncer no seio. 
A atividade antioxidante da luteína pode aumentar a resistência à oxidação do 
LDL, contribuindo na prevenção de algumas doenças cardiovasculares (CALVO, 2005). 
O possível efeito da luteína proveniente da dieta na prevenção de aterosclerose foi 
relatado por Dwyer et al. (2000) em modelos epidemiológ cos, in vitro e in vivo. 
 
2.2.4 Atividade antioxidante 
Espécies reativas de oxigênio são geradas durante o m tabolismo aeróbico e 
processos patológicos, danificando moléculas biologicamente importantes como 
lipídios, DNA ou proteínas, estando envolvidas na bioquímica de doenças degenerativas 
(SIES, 1997). A luteína e a zeaxantina são efetivos de ativadores de moléculas 
excitadas eletronicamente (sensitizadores – S*), que estão envolvidas na geração de 
radicais livres e de oxigênio singlete (1O2). Desta forma, a estratégia de defesa da 
luteína contra as reações de foto-oxidação baseia-se em mecanismos de desativação dos 
sensitizadores excitados eletronicamente, de transferência de energia onde o 1O2 retorna 
ao estado fundamental, e como filtro a luz azul (YOUNG e LOWE 2001). 
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O 1O2 é o estado excitado da forma fundamental de oxigênio (oxigênio triplete). 
O oxigênio singlete pode ser gerado quando um sensitizador é excitado (por ação da luz, 
por exemplo) ao seu primeiro estado excitado e em seguida, passa ao estado triplete, de 
acordo com a equação (1) (STAHL e SIES, 1993): 
 
** 31 SSS →→   (1) 
 
Em sistemas biológicos, sensitizadores incluem porfirinas, clorofilas, bilirrubina 
e riboflavina (STAHL e SIES, 1993). O estado triplete do sensitizador pode iniciar as 
reações de foto-oxidação do tipo I e II. A reação do tipo I envolve a abstração de elétron 
ou hidrogênio, resultando na produção de espécies radicais, enquanto que na reação tipo 
II, o sensitizador triplete transfere elétrons diretamente com o oxigênio estável para 





33 * OSOS +→→   (2) 
 
A inativação do oxigênio singlete ocorre por via física ou química. A via física 
envolve transferência de energia do 1O2 para o carotenóide, resultando em oxigênio 
fundamental e carotenóide em estado excitado triplete (3Car*). A energia é dissipada 
entre o carotenóide excitado e o solvente envolvente produzindo carotenóide estável no 
estado fundamental e energia térmica. Neste process, o carotenóide fica intacto, e pode 
participar repetidamente da inativação de oxigênio singlete. Ao contrário do processo 
físico, a via química é pouco importante para carotenóides, contribuindo com menos de 
0,05% da inativação do oxigênio singlete, entretanto, resulta em produtos de oxidação 
(STAHL e SIES, 2003). 
Os carotenóides também seqüestram, de forma eficiente, radicais peróxido, 
especialmente à baixa pressão de oxigênio, contribuindo para defesa contra oxidação 
lipídica (BURTON e INGOLD, 1985).  
A atividade antioxidante depende da concentração de oxigênio, estrutura 
química dos carotenóides, e presença de outros antioxidantes (KRINSKY, 1993). Na 
maioria das frutas, vegetais e flores, os carotenóides oxigenados estão presentes na 
forma esterificada com ácidos graxos. Subagio e Morita (2001) avaliaram a atividade 
antioxidante de luteína e ésteres de luteína e concluíram que a esterificação dos grupos 
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OH com ácidos graxos não afetou a atividade antioxidante da luteína. Além disso, outro 
estudo relatou que a esterificação da luteína, promoveu estabilidade contra calor e luz 
UV (SUBAGIO et al., 1999). 
 
3. Iogurte 
O iogurte é definido como produto resultante da fermentação do leite viabilizada 
pela cultura inicial mista composta por Streptococcus salivarius ubsp thermophilus e 
do Lactobacillus delbruechii subsp bulgaricus. Caracteriza-se por ser um gel viscoso e 
por apresentar sabor característico (TAMIME e DEETH, 1980). Além disso, o iogurte 
tem composição similar ao do leite com o qual foi elaborado constituindo-se em fonte 
de proteínas, cálcio, fósforo, magnésio, zinco e devitaminas B2 e B12. 
O sabor característico do iogurte é resultante da ação simbiótica das culturas 
lácteas, as quais levam à produção de ácido lático, acetaldeído, diacetil, ácido acético 
dentre outras substâncias voláteis. O Streptococcus thermophilus promove o 
crescimento do Lactobacillus bulgaricus, o qual remove o oxigênio e promove 
liberação de substâncias estimulantes para o Streptococcus, como glicina e histidina 
provenientes da degradação das proteínas do leite (TAMIME e ROBINSON, 1999). 
O processo bioquímico que promove acidez no iogurte é associado ao 
desenvolvimento de aroma e sabor. O pH usual para o iogurte é de 4,2 a 4,4. Os 
componentes característicos do sabor do iogurte incluem acetaldeído, acetona, acetoína 
e diacetil (TAMIME e ROBINSON, 1999). 
Os produtos lácteos são sensíveis à foto-oxidação devido à presença de 
riboflavina (vitamina B2) que é forte sensitizador e é capaz de absorver luz e emitir 
fluorescência (emissão máxima em aproximadamente 525 nm), e transferir essa energia 
para formar espécies altamente reativas de oxigênio, como o oxigênio singlete e radicais 
livres. Isso pode induzir uma cascata de reações de oxi ação, levando ao final, a perdas 
significativas de nutrientes valiosos, como as vitaminas e aminoácidos; à oxidação 
lipídica, à descoloração, assim como à formação de off-flavors (BORLE et al., 2001). 
A riboflavina é essencial ao crescimento e desenvolvimento do organismo, 
produção e controle de determinador hormônios, e formação de células vermelhas do 
sangue (AJAYI et al., 1993). A riboflavina ocupa importante posição no metabolismo 
de carboidratos, lipídios e proteínas e é crucial para a produção de energia no sistema de 
transporte de elétrons. Também é necessária para a m nutenção da boa visão, pele, 
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cabelo e unhas. A deficiência geralmente se manifesta na pele e em mucosas, 
particularmente por lesões nos lábios (KIRSCHMANN, 1996). A riboflavina é 
relativamente estável ao tratamento térmico, mas bastante sensível à ação da luz 
(LASSEN et al., 2002). 
 
4. Mecanismo de Foto-oxidação 
A luz tem efeito direto nas moléculas que a absorvem. Estas moléculas são 
primeiramente excitadas e em seguida promovem reações fotoquímicas, que podem ser 
diretas (isomerização, rearranjos, dissociação) ou indiretas (transferência de energia 
para outras moléculas, particularmente o oxigênio). Nos alimentos, a maioria das 
frações lipídicas, protéicas e açúcares não absorvem luz na região visível do espectro, 
mas são sensíveis a formas excitadas de oxigênio. Algumas moléculas que absorvem 
luz, como a riboflavina no leite, atuam como fotossensitizadoras pela transferência de 
energia absorvida da luz para formas altamente reativas de oxigênio (SKIBSTED, 
2000). 
O espectro de emissão de luz solar abrange a faixa de r diação de comprimento 
de onda variando entre 300 e 800 nm. Dentro desta faixa, a luz visível abrange 
comprimentos de onda de 380 a 780 nm e a luz ultravioleta, de maior energia, apresenta 
comprimentos de onda de 200 a 380 nm, sendo classific do como UV-B de 280 a 315 
nm, e UV-A de 315 A 380 nm. A luz visível com comprimentos de onda entre 420 e 
520 nm é a maior causadora de problemas de degradação em produtos lácteos (ALVES 
e JAIME, 2006). 
A riboflavina possui três faixas características de absorção de luz. A primeira (ao 
redor de 250 nm) não é critica para a deterioração do produto, uma vez que é pequena a 
emissão de luz solar ou fluorescente abaixo de 300 nm. A segunda faixa de absorção 
(em torno de 380 nm) pode ou não interferir dependendo da absorção pelo material de 
embalagem. A terceira faixa de absorção é considerada a mais crítica, uma vez que se 
encontra na região de luz visível emitida também por luz fluorescente presente em 
grande parte dos estabelecimentos comerciais, e quefavorece a ocorrência de reações de 
foto-oxidação (ao redor de 450 nm), a qual favorece degradação (ALVES e JAIME, 
2006). 
Agindo como fotossensitizadora, a riboflavina absorve energia proveniente da 
luz e transfere a outras moléculas, como o oxigênio dissolvido no leite. Como um 
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receptor de energia, o oxigênio que inicialmente esá m estado estável (estado triplete) 
é excitado e convertido ao oxigênio singlete, altamente reativo (reação fotoquímica tipo 
II). A riboflavina pode ser transformada em sua forma reduzida pela oxidação de 
substrato e pode reagir com oxigênio triplete para fo mar radicais livres (reação tipo I) 
(Figura 2). O caráter eletrofílico do oxigênio singlete explica as reações de adição com 
todas as espécies químicas caracterizadas por duplas ligações, como por exemplo, 
lipídios insaturados, riboflavina (TOYOSAKI e HAYASHI, 1993), vitamina D (LI e 
MIN, 1998), tiamina, ácido ascórbico, glicose (SILVA et al., 1999), ácido fólico, assim 
como componentes sulfurados como a metionina. A foto-oxidação do ácido ascórbico 
por meio da sensitização da riboflavina pode ser afetada por alguns aminoácidos (JUNG 
et al., 1998), particularmente o triptofano (SILVA, 1992) e tirosina (SILVA e GODOY, 
1994). Geralmente, a reação do oxigênio singlete com proteínas sulfuradas e 
aminoácidos é capaz de produzir componentes sulfurados voláteis como o 
dimetilsulfeto. Este composto é considerado o agente responsável pelo ff-flavor 
característico do leite exposto à luz (JUNG et al., 1998). 
 
 
Figura 2. Representação esquemática das espécies reativas formadas a partir da 
sensitização da riboflavina (MONTENEGRO et al., 2007). 
 
Sabe-se que os carotenóides atuam de forma eficiente como antioxidantes, e que 
estão presentes no leite em quantias que variam de acordo com a dieta do animal. 
Cardoso et al, (2007) estudaram o mecanismo de desativação da riboflavina excitada 
por ascorbato, carotenóides e tocoferóis em sistema modelo. Os resultados mostraram 
que o β-caroteno, o licopeno e a crocina não inativaram o estado excitado da 
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riboflavina. Entretanto, os carotenóides diminuíram a formação da riboflavina no estado 
triplete por atuarem como filtro à luz azul. 
 
4.1 Avaliação do foto-oxidação em produtos lácteos 
Durante o período de permanência nos supermercados, os produtos lácteos 
geralmente ficam expostos à ação de luz, o que pode afetar a qualidade destes produtos, 
especialmente quando acondicionados em embalagens transparentes. Ainda há poucos 
métodos eficientes e confiáveis disponíveis para a avaliação de oxidação induzida por 
luz nestes produtos. Kristensen et al. (2000) sugerem que um dos possíveis indicadores 
de foto-oxidação é dada pela redução da RBF como resultado da foto-degradação. 
A RBF é altamente fluorescente (com emissão máxima ao redor de 525 nm) 
assim como os produtos gerados em sua foto-degradação, lumicromo e lumiflavina, os 
quais apresentam emissão máxima na região de 444 a 79 nm e 516 a 522 nm 
respectivamente (FOX e THAYER, 1998). 
Em vista da capacidade da RBF emitir fluorescência, uma das maneiras de 
avaliar a ocorrência de foto-oxidação em produtos lácteos é tradicionalmente descrita 
pelo método padrão da AOAC (2006). Este é um método fluorimétrico de determinação 
de RBF genérico para todos os tipos alimentos e envolve diversas etapas de extração 
com solventes orgânicos, processo de autoclavagem e purificação das amostras antes 
das medidas fluorimétricas, tornando o método trabalhoso e dispendioso. A 
espectroscopia de fluorescência é um método rápido, nã  destrutivo, com alta 
sensibilidade e especificidade, cada vez mais utilizado para análise em alimentos e que 
aparece como alternativa prática e rápida para avaliar os efeitos da foto-oxidação em 
produtos lácteos (ANDERSEN et al. 2005, BECKER et al., 2003; WOLD et al., 2006). 
Wold e colaboradores (2002) utilizaram a técnica de front-face para avaliar a foto-
oxidação em vários produtos lácteos. Este método também tem sido aplicado em alguns 
estudos para verificar alterações estruturais nas proteínas do leite durante tratamento 
térmico (DUFOUR e RIAUBLANC, 1997) e maturação de queijos (KAROUI et al., 
2003, 2006). 
Zandomeneghi et al. (2007) propôs um método bioquímico e fluorimétrico para 
determinação de RBF em leite, em que associa o uso da técnica de front-face com a 
capacidade da apo-proteína ligante de RBF (RBPO) proveniente da albumina do ovo de 
se ligar à RBF diminuindo assim, a intensidade de fluorescência emitida. A diminuição 
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da fluorescência é atribuída à sobreposição do anel isoaloxazina da RBF com Trp 156 e 
Tyr 75 dos anéis aromáticos da RBP, estrategicamente presente no sítio com mais 
quatro triptofanos adicionais. O uso de front-face é devido à opacidade da amostra que 
não permite o uso da técnica de ângulo reto. Os autores itularam a RBF presente no 
leite pela adição gradual de solução de RBPO na amostra de leite. A cada adição eram 
realizadas medidas de fluorescência e desta forma foi possível quantificar a RBF. Este 
método foi otimizado e validado para a determinação de RBF em iogurte, de acordo 
com as recomendações da IUPAC (THOMPSON, 1999, 2002) e do ICH (1996) por 
Domingos et al. (2010) (Resultados ainda não publicados). 
 
4.2 Fatores que influenciam a fotossensitividade de produtos lácteos 
Várias condições devem ser cumpridas para proteger os alimentos 
suficientemente contra a foto-oxidação. Dentre elas, as condições de estocagem, o 
espectro de emissão da fonte de luz utilizada, o espectro de transmissão, assim como a 
permeabilidade ao oxigênio da embalagem (BORLE et al., 2001). 
A luz fluorescente é comumente utilizada em supermercados para expor 
produtos lácteos e seu espectro provê boas condições para absorção de luz pela 
riboflavina (VITERI et al., 2003). A distribuição das formas reativas de oxigênio 
formadas pela sensitização da riboflavina depende da disponibilidade de oxigênio, da 
concentração de riboflavina e outras substâncias oxidantes ou inativadoras (CHOE et 
al., 2005). 
A embalagem pode prevenir diretamente o desenvolvimento de off-flavor, 
protegendo o conteúdo contra a ação de luz e oxigênio (VASSILA et al, 2002). As 
embalagens plásticas têm sido utilizadas no lugar de garrafas de vidro e cartonadas 
(DEFOSSE, 2000). Os problemas com todos os tipos de embalagens plásticas incluem 
transmissão de luz e permeabilidade ao oxigênio (RYSSTAD et al., 1998). Garrafas de 
PET e PEAD coextrusado tem sido utilizadas como embalagem para leite pasteurizado. 
O PET tem excelentes propriedades mecânicas, é boa barreira ao oxigênio e reduz os 
efeitos adversos da luz. As embalagens de PEAD monocamada e multicamadas 
apresentam maior espessura que as garrafas PET, e são ba tantes práticas (CLADMAN 
et al., 1998). 
A influência de embalagens de polipropileno (PP) ou p liestireno (PS) nas 
características sensoriais de iogurte aromatizado btido com 0% ou 4% de gordura foi 
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estudada durante estocagem a 4 °C durante 28 dias. Durante o estocagem, o iogurte com 
0% de gordura acondicionado em embalagem de vidro (controle) apresentou baixo 
decréscimo de aroma característico, em relação aos iogurtes acondicionados em PP e 
PS. Entretanto, a embalagem de PS apresentou menor p rda de aroma, em relação à de 
PP (SAINT-EVE et al., 2008). 
Leite UHT armazenado em embalagens de polietileno a 6 °C sob luz de 36 W 
apresentou oxidação após 4 semanas, enquanto que no l ite acondicionado em 
embalagem cartonada, a oxidação ocorreu após 8 semanas; e o leite em embalagem 
cartonada com folha de alumínio não foi oxidado (RYSSTAD et al., 1998). Análises de 
componentes voláteis encontrados no headspace de leite exposto a luz fluorescente após 
12, 24 e 48 horas mostraram aumento na concentração de metional, hexanal, pentanal e 
dimetilsulfeto, o que está diretamente relacionado com a quantia de oxigênio disponível 
e exposição à luz (KIM e MORR, 1996). Creme acondicionado em copos de 
polipropileno ou poliestireno com tampa de alumínio ou polipropileno armazenado sob 
950 lux, durante 3 semanas, não obteve aceitação sensorial após 3 a 6 dias 
(SPENGLER, 1997 apud BORLE et al., 2001). 
O polipropileno é uma poliolefina obtida pela isomerização do propileno. É um 
polímero linear com praticamente nenhuma insaturação. O polipropileno apresenta 
densidade específica na ordem de 0,9 g/cm3, boa barreira ao vapor d’água, baixa 
barreira aos gases (inferior a do polietileno), boaresistência aos óleos e gorduras, boa 
estabilidade térmica e não é suscetível ao fissuramento sob tensão. Desta forma, as 
propriedades que determinam a aplicação do PP em embalagens flexíveis são 
transparência, rigidez, resistência aos óleos e gorduras e baixa permeabilidade ao vapor  
de água (SARANTÓPOULOS, 2002). 
 
5. CONCLUSÃO 
Os seres humanos não sintetizam luteína e para isso se faz necessário uma dieta 
balanceada com alimentos ricos neste composto. Produtos lácteos adicionados de 
luteína seriam uma opção saudável para complementar o consumo de alimentos fonte 
deste carotenóide (como couve, rúcula, brócolis, dentre outros). Entretanto, os produtos 
lácteos são sensíveis à ação da luz devido à presença da riboflavina. Desta forma, é 
importante avaliar a fotoxidação de produtos lácteos enriquecidos com luteína e o papel 
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O uso da titulação espectrofluorimétrica de riboflavin  (RBF) utilizando proteína 
ligante de riboflavina (RBPO) como titulante, para determinação de RBF em leite foi 
otimizado e validado para iogurte. As determinações d  RBF foram realizadas com 
acessório para medidas em front-face, em um ângulo de 27°. A seletividade do método 
foi determinada pela adição de padrão de RBF no iogurte e em água. As curvas 
apresentaram-se paralelas com inclinações de 1,001 ± ,007 e 1,00 ± 0,03 para as 
titulações de RBF em água e em iogurte, e os limites de detecção e quantificação foram 
0,0558 µg e 0,1691 µg. respectivamente. A repetitividade, estimada pelod svio padrão 
relativo, foi de 4,0%. A exatidão foi de 99 ± 2 %, e os experimentos de robustez 
mostraram que o método é efetivo mesmo quando o produto foi analisado após 30 dias 
de estocagem, em iogurtes produzidos em dias diferentes, com diferentes massas de 
iogurte, com e sem adição de água. 
 


















A spectrofluorimetric titration method for the determination of riboflavin (RBF) 
in yogurt, using apo-riboflavin-binding protein as titrant and an accessory for front-face 
measurement at an incidence angle of the excitation beam at 27°, was validated. The 
selectivity was determined by RBF addition to yogurt and to water. Both straight lines 
were parallel with slopes equal to 1.001 ± 0.007 for water and 1.00 ± 0.03 for yogurt. 
The detection and quantification limits were 0.0558 µg and 0.1691 µg, respectively. 
Repeatability estimated by the relative standard deviation was 4.0 %. The accuracy was 
(99 ± 2) % and the experiments for robustness showed that the RBF values are equal 
after 30-days storage, for yogurt produced on different days, with different quantities of 
yogurt added to water and to yogurt with no added water. The results show that the 
determination of RBF by spectrofluorimetric titration is applicable for yogurt. 
 






















A foto-oxidação em produtos lácteos ocorre na presença de luz, oxigênio e um 
fotossensitizador como a riboflavina (RBF). A vitamina absorve luz na região do visível 
e atua como fotossensitizador, o que envolve formação de oxigênio singlete e/ou 
formação de radical livre levando à degradação de lipídios e proteínas (Skibsted, 2000). 
Tanto a luz, quanto o oxigênio podem induzir a degradação de RBF (Sattar et al., 1975, 
Skibsted, 2000). Este processo de deterioração oxidativa pode levar à descoloração, 
formação de off-flavors e perda de nutrientes (Skibsted, 2000; Cristensen et al., 2003). 
Portanto, o tipo de embalagem é essencial para proteçã  do produto contra a ação da luz 
e do oxigênio. 
A espectroscopia de fluorescência é um método rápido, não destrutivo, com alta 
sensibilidade e especificidade, cada vez mais utilizado na análise em alimentos. Este 
método tem sido aplicado em alguns estudos para verificar alterações estruturais nas 
proteínas do leite durante tratamento térmico (Dufour e Riaublanc, 1997), maturação de 
queijos (Karoui et al., 2003. Karoui et al., 2006), e principalmente foto-oxidação de 
produtos lácteos (Andersen t al. 2005, Becker et al., 2003; Wold et al., 2006). Wold e 
colaboradores (2002) utilizaram a técnica de front-face para avaliar a foto-oxidação em 
vários produtos lácteos. 
A riboflavina pode ser determinada de acordo com o étodo padrão descrito 
pela AOAC (2006), o qual envolve diversas etapas de extração com solventes 
orgânicos, processo de autoclavagem e purificação das amostras antes das medidas 
fluorimétricas, tornando o método caro e trabalhoso. 
Zandomeneghi et al. (2007) propõem um método bioquímico e fluorimétrico 
para determinação de RBF em leite, em que associam o uso da técnica de front-face 
com a capacidade da apo-proteína ligante de RBF (RBPO) de se ligar à RBF, 
diminuindo assim, a intensidade de fluorescência emitida. Os autores titularam a RBF 
presente no leite pela adição gradual de solução de RBPO.  
A técnica de front-face é útil na análise de amostras opacas, como os produtos 
lácteos, onde não é possível o uso de ângulo reto. O presente trabalho tem como 
objetivo otimizar e validar um método espectrofluorimétrico, baseado no trabalho de 
Zandomeneghi, et al. (2007), para a determinação de RBF em iogurte. Para a validação 
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do método, os parâmetros avaliados foram seletividade, linearidade, limite de detecção e 
de quantificação, precisão, exatidão e robustez. 
 
2. MATERIAIS E MÉTODOS 
2.1. Reagentes 
Riboflavina (RBF) (Sigma R9504, > 99% pureza) e riboflavin binding protein 
(RBPO), (forma apo, Sigma R8628) foram fornecidas pela Sigma Chemical Company 
(St. Louis, MO, USA). O leite em pó desnatado Molico® (Nestlé, Araçatuba, SP - 
Brasil) foi comprado em supermercado da cidade de Campinas (SP - Brasil), sendo todo 
do mesmo lote (9179046032) e em quantidade suficiente para desenvolver a pesquisa. A 
cultura láctea mista liofilizada de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus 
bulgaricus (YO-MIX 505 LYO 200®) foi fornecida pela Danisco, (Cotia, SP, Brasil). A 
água utilizada nos experimentos foi inicialmente bi-destilada e em seguida deionizada 
(Millipore). 
 
2.2. Produção de iogurte 
O iogurte foi produzido a partir de leite desnatado em pó Molico® reconstituído 
a 10% de sólidos totais, e adicionado de 2,5% de cultura láctea mista liofilizada de 
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus ativada previamente. O leite 
adicionado de cultura foi distribuído em copos plástico  que foram selados com selos 
metálicos por termo indução, e em seguida, foi incubado a 45°C até atingir pH 4,8, 
quando foi resfriado em banho de gelo, e acondicionad  a 5°C para posterior utilização. 
 
2.3. Procedimentos para a validação do método 
O espectrofluorímetro (Varian Cary Eclipse, Palo Alto, CA, USA) foi equipado 
com acessório (Varian Accessory Solid Sample, Melbourne, Australia) capaz de regular 
a inclinação do ângulo de posicionamento da amostra par  permitir medidas em front-
face, a fim de minimizar a radiação que reflete e se espalha durante a incidência da luz 
na amostra. Verificaram-se ângulos que variaram de 20° a 31°, sendo o melhor ângulo 
de 27° em relação à luz incidente. 
Os espectros foram medidos em cubetas de quartzo (1 × 1 cm), as fendas de 
excitação e emissão foram iguais (10 nm), o tempo de integração foi 0,5 s e o 
incremento no comprimento de onda do espectro de varr dura foi de 1 nm. A emissão 
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foi medida entre 480 nm e 700 nm, com excitação da amostra a 450 nm. Os 
experimentos de titulação da RBF foram efetuados pela adição de alíquotas de 10 a 15 
µL de RBPO na amostra a fim de suprimir gradualmente a fluorescência. Após cada 
adição, a cubeta foi agitada vagarosamente em vortex durante 30 segundos, e em 
seguida se mediu a emissão. Aproximadamente de 15 a 20 adições foram necessárias 
em cada experimento. Todas as titulações foram realizad s em triplicata. 
O método espectrofluorimétrico para a quantificação de RBF em iogurte foi 
validado segundo as recomendações da IUPAC – International Union of Pure and 
Applied Chemistry (Thompson et al.,2002) e da ICH – International Conference of 
Harmonization (1996). Todas as medidas foram realizadas em triplicata. 
Foram avaliados a seletividade, linearidade, faixa de aplicação, limite de 
detecção, limite de quantificação, precisão, exatidão e robustez. As figuras foram 
obtidas utilizando-se o programa Origin 8.0® (OriginLab Corp., Northampton, MA, 
USA). 
 
2.3.1. Determinação da equivalência entre RBF e RBPO 
Massas conhecidas de RBF e RBPO (0,17 mg e 1,0057 mg, respectivamente) 
foram medidas em microbalança AD6® (Perkin Elmer, cidade, estado, USA) e 
dissolvidas em 250 mL e 2,4 mL de água, respectivamente. 1,2 mL da solução aquosa 
de RBF foi adicionada na cubeta de quartzo e titulada espectrofotometricamente com a 
solução de RBPO.  
 
2.3.2. Determinação da massa de RBF no leite Molico® 
Como não há material de referência certificado para riboflavina em leite, foi 
utilizado o método denominado “surrogate recovery” (Thompson et al., 1999), similar 
ao método de adição de padrão, para a determinação d  massa de RBF no leite em pó 
Molico®. Foi adicionada uma massa conhecida de RBF ao leite em pó antes da adição 
de água de modo que a quantia de RBF adicionada fosse 50% superior à encontrada no 
leite sem adição de RBF. Titulou-se a RBF no leite líquido com e sem a adição de RBF. 
O volume de leite na cubeta foi de 300 µL acrescido de 100 µL de água. A equação 
utilizada foi: 
 




Onde RBFtotal, titulado é a concentração de RBF (massa RBF/g Leite), obtida na 
titulação da amostra adicionada de RBF; RBFadicionado é a concentração de RBF 
adicionada ao leite e RBF leite é a concentração de RBF no leite sem adição de RBF.
A concentração de RBF no leite, calculada pela equação (1), foi comparada com 
o valor obtido na titulação do leite sem adição de RBF, pela determinação do grau de 






R =   (2) 
 
Onde Cobs é a concentração do leite obtida na titulação sem adição de RBF e Cref 
é a concentração de RBF, obtida pela aplicação da equ ção (1). 
 
2.3.3. Avaliação de seletividade, linearidade, precisão, exatidão e robustez 
A seletividade foi avaliada pelo método de adição de padrão (RBF) no iogurte. 
Foi construída uma curva analítica da titulação de RBF no iogurte preparado pela adição 
de quantidades conhecidas de RBF no iogurte, medidas em balança AE 200® (Mettler 
Toledo, Zurique, Suíça), a qual foi comparada com a curva analítica da titulação das 
mesmas quantidades de RBF em água. Os experimentos foram realizados em triplicata e 
as massas de RBF adicionadas foram de 10%, 20%, 30%, 40 , 50% e 60% acima do 
valor de RBF do iogurte sem a adição de padrão. Em todas estas porcentagens, o 
volume de água adicionada à cubeta após a pesagem do iogurte foi de 400 µL Para as 
titulações do iogurte, as massas nas cubetas foram de 0,6 g (para as amostras com 10% 
e 20% de RBF), 0,5 g (para as amostras com 20% e 30% de RBF) e 0,4 g (para as 
amostras com 40%, 50% e 60% de RBF adicionada). Nas titulações das soluções de 
RBF e água, os volumes de solução foram de 1000 µL (solução 10%), 500 µL (soluções 
20% e 30%), 250 µL (soluções 40% e 50%) e 200 µL (solução 60%). Para as soluções 
de 20% de RBF em diante, adicionou-se água até completar o volume de 1000 µL. 
Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram avaliados pela titulação 
de RBF em soluções de iogurte que consistiam em massas que variaram de 0,1 a 0,6 g, 







LD ×= 3,3  (3) 
 
Onde S é a inclinação da reta obtida a partir da titulação e s é o desvio padrão da 
interseção da curva analítica construída a partir da titulação das amostras. Para 




LQ ×=10  (4) 
 
A precisão foi determinada por meio da repetitividade e precisão intermediária. 
A repetitividade foi calculada por nove determinações (com 3 repetições cada) 
contemplando o intervalo linear do método, isto é, três concentrações (alta, média e 
baixa correspondentes a 0,6; 0,3 e 0,1 g de iogurte, respectivamente, medidos na cubeta) 
(ICH 1996).  Para estes cálculos foram utilizados os resultados dos experimentos do 
limite de detecção e quantificação. 
A precisão intermediária foi verificada pela concordância entre os resultados do 
mesmo laboratório, obtidos em dias diferentes (ICH 1996). Foram feitas duas 
determinações em cinco dias diferentes do mesmo iogurte. As massas de iogurte 
medidas nas cubetas foram de 0,3 mg adicionadas de 400 µL de água Por fim, a 





DPR  (5) 
 
Onde, s é a estimativa do desvio padrão e Xm é a média aritimética do número de 
repetições. 











Para avaliar a robustez, foram realizadas análises de iogurtes produzidos em 
diferentes dias, e acondicionados por diferentes períodos de tempo e utilizando-se 
massas diferentes de iogurte. Para isto as massas vari ram de 0,1 a 0,6 g, as quais 
tiveram 400 µL de água adicionada. Também foram realizadas titulações de iogurte sem 
adição de água. Neste caso utilizou-se uma massa de iogurte igual a 0,4 g. 
 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1. Titulação espectrofluorimétrica de RBF por RBPO 
A Figura 1 mostra a sequência de espectros durante a titulação 
espectrofluorimétrica de RBF com alíquotas crescentes de solução de RBPO. É possível 
observar que a intensidade da emissão a 525 nm decresc  proporcionalmente com a 
quantidade de RBPO adicionada. A emissão tende a perman cer constante próxima do 
ponto final. A Figura 2 apresenta curva de titulação de iogurte com solução de RBPO. 
Os resultados obtidos indicam que a emissão de fluorescência variou linearmente antes 
e após o ponto final da titulação. Nesta figura, a linha s representa a fluorescência da 
RBF em decaimento acentuado com adição de RBPO, enquanto que p representa um 
decaimento mais sutil após o ponto final da titulação com RBF, quando o excesso de 
RBPO começa a se ligar outras substâncias fluorescentes com menor afinidade pela 
RBPO, tais como flavina mononucleotídeo (FMN) e flavin  adenina dinucleotídeo 
(FAD) (Viñas et al., 2004). 
 
3.2. Equivalência entre RBF e RBPO 
A equivalência nominal indicada no rótulo do produto comprado da Sigma é 
1,00 mg RBPO para 10,0 µg de RBF. No entanto, ao se utilizar esta equivalência, a 
inclinação da reta obtida pela titulação de massas conhecidas e crescentes de RBF com 
RBPO em água (figura não mostrada) foi 1,1286. Se esta quivalência fosse real a 
inclinação deveria ser unitária. Desta forma, as equivalências foram alteradas para 9,46 
e 9,025 µg de RBF, e as novas inclinações foram 1,06938 e 1,02007, respectivamente. 
A partir dos três valores de inclinação e equivalência construiu-se um gráfico da 
inclinação versus equivalência. O gráfico foi linear (Figura 3) e para uma inclinação 
unitária calculou-se a equivalência. O valor obtido foi 1,00 mg RBPO para 8,84 ± 0,014 
µg de RBF. Esta equivalência foi utilizada em todos os experimentos de validação. O 
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desvio no valor da equivalência foi calculado utilizando a propagação de erros dos 
desvios padrões da inclinação e da intercessão da Figura 3.  
 
3.3. Massa de RBF no leite Molico® 
A massa obtida experimentalmente de RBF no leite em pó desnatado Molico® 
foi 2,334 ± 0,028 µg e 2,24 ± 0,05 µg por grama para titulação de leite com e sem 
adição de RBF respectivamente. O grau de recuperação calculado pela propagação de 
erros dos desvios padrões de 0,028 e 0,05 foi de 0,96 ± 0,02. Este resultado indicou que 
não há outras substâncias no leite em pó Molico® mpetindo com a RBF e que o 
método utilizado foi eficaz. O teor de RBF em leite desnatado, encontrado na literatura 
(Fox & McSweeney, 1998), é de 1,8 µg de RBF por grama de leite fluido desnatado De 
acordo com estes autores, a concentração de RBF no leite é influenciada principalmente 
pela raça e alimentação do animal, sendo pouco afetad  por processos tecnológicos 
como o tratamento térmico. Entretanto, o composto é bastante sensível à ação da luz 
(principalmente em comprimentos de onda ao redor de 450 nm), podendo apresentar 
grandes perdas dependendo da intensidade da luz a que o produto foi exposto, distância 
da fonte luminosa e principalmente material de embalagem. Desta forma, é possível 
afirmar que a diferença entre o valor de RBF encontrado na literatura e aqueles obtidos 
experimentalmente estão dentro de limites aceitáveis, em função da variação na origem 
do leite, tipo de alimentação dos animais e às condições de processamento e estocagem 
do produto final. 
 
3.4. Seletividade e linearidade  
Na Figura 4 foi colocado como variável dependente a massa de RBF obtida na 
titulação com RBPO e como variável independente a massa medida na balança. As 
inclinações das retas da Figura 4 foram 1,001 ± ,007 e 1,00 ± 0,03 para as titulações de 
RBF em água e em iogurte, respectivamente. Estes resultados indicam que não há 
interferência de outras substâncias presentes durante a titulação. Portanto, pode ser 
concluído que o método é seletivo. As interseções das retas foram 0,008 ± 0,007 e 2,21 
± 0,02 µg RBF/g de produto (água ou iogurte) para as titulações de RBF em água e em 
iogurte, respectivamente. A interseção da reta de RBF em água corresponde ao valor 
esperado quando não há massa de RBF presente na água. J  a interseção da reta de RBF 
em iogurte indica que a massa de RBF no iogurte sem a adição externa de RBF 
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corresponde a 2,221 ± 0,02 µg de RBF por grama de iogurte. O valor de RBF 
encontrado para o leite desnatado foi de 2,24 ± 0,05 µg de RBF por grama, indicando 
que o método espectrofluorimétrico para a titulação de iogurte foi eficaz. Dados da 
literatura indicam que o teor de RBF para iogurte desnatado consiste em 2,5 µg de RBF 
por grama de iogurte (Fox & McSweeney, 1998, Tamime & Robinson, 1999), o que 
permite afirmar que os resultados obtidos a partir da titulação de iogurte sem adição de 
RBF condizem com os valores apresentados na literatura. A Figura 4 também indica 
que a massa de RBF obtida na titulação com RBPO é diretamente proporcional à massa 
de RBF para a faixa de aplicação estudada, mostrando que a relação é linear. As retas da 
Figura 4 também foram paralelas (figuras não mostradas) para todas as outras três 
equivalências usadas na Figura 3. 
 
3.5. Limite de detecção (LD) e quantificação (LQ) 
A Figura 5 corresponde à curva analítica construída a partir das titulações em 
diferentes massas de iogurte na cubeta. O valor obtido para LD foi de 0,0558 µg de 
RBF, sendo esta a menor concentração de riboflavina no iogurte que pode ser detectada 
pelo método. 
O valor obtido para LQ foi de 0,1691 µg de RBF, sendo esta a menor massa de 
riboflavina em iogurte passível de ser quantificada pelo método em questão. 
 
3.6 Precisão 
O valor médio de RBF encontrado para as condições de repetitividade descritas 
anteriormente foi de 2,35 ± 0,012 µg RBF por grama de iogurte. Os resultados obtidos 
em dias diferentes pela verificação da precisão intermediária foram de 2,13 ± 0,02, 2,17 
± 0,02, 2,224 ± 0,002, 2,35 ± 0,01 e 2,11 ± 0,02 µg de RBF por grama de iogurte. A 
precisão do método, calculada pelo desvio padrão relativo (DPR), foi de 4%. 
 
3.7 Exatidão 
Na ausência do material de referência para a vitamin  B2, foi utilizado como 
valor de referência da equação (6), o valor de RBF do leite em pó Molico®, isto é, 2,24 
± 0,05 µg de RBF por grama de iogurte. Desta forma, a exatidão foi (99 ± 2) % 
calculada pela propagação de erros dos desvios padrões e 0,05 e 0,02, indicando alto 
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grau de concordância entre os resultados encontrados e s valores correspondentes 
encontrados em literatura. 
 
3.8 Robustez 
O valor de RBF no iogurte, imediatamente após o preparo, foi 2,22 ± 0,02 µg de 
RBF por grama e após trinta dias, foi de 2,11 ± 0,02 µg de RBF por grama. Os 
resultados mostraram que o método é efetivo mesmo após 30 dias de estocagem no 
escuro a 5°C do produto, que é em média o tempo de vida útil deste produto no Brasil. 
Iogurtes produzidos em dias diferentes também apresentaram valores próximos 
de RBF que variaram apenas de 2,11 ± 0,02 µg a 2,13 ± 0,02 de RBF por grama. 
Titulações realizadas com diferentes massas de iogurte e adição de água indicam 
valores de 2,35 ± 0,012; 2,36 ± 0,015; 2,33 ± 0,004; 2,35 ± 0,005 e 2,22 ± 0,002 µg de 
RBF por grama de iogurte para massas que foram de 0,1 a ,6 gramas respectivamente. 
Titulação realizada em iogurte, sem adição de água, resultou num teor de 2,0749 ± 
0,05644 µg de RBF por grama de iogurte. Os resultados obtidos ndicaram que o 
método é robusto. 
 
3.9 Faixa de aplicação 
Em relação ao iogurte, a faixa de aplicação abrange desde a massa mínima de 
iogurte sem adição de água ou 25% (m:v) a 100% de iogurte, onde a massa do iogurte é 
dada em gramas e o volume de água é dado em mL. Em relação à quantidade de RBF, a 
faixa de aplicação corresponde ao intervalo de 0,255 µg a 1,37 µg. 
 
4. CONCLUSÃO 
O método para determinação de RBF em leite foi otimizado para análise em 
iogurte. Os resultados obtidos nas etapas de validação mostraram que o método é 
seletivo, linear, robusto, preciso e exato. Desta forma, o método proposto por 
Zandomeneghi et al. (2007), é totalmente aplicável para determinação de RBF em 
iogurte. Além disso, o uso da técnica de front-face dispensa as etapas onerosas de 
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Figura 1. Diminuição da intensidade do espectro de emissão de fluorescência durante a 









































Figura 2. Titulação de iogurte com solução de RBPO. Fluorescência em função do 
volume de RBPO adicionado. O cruzamento entre as linhas S e P indica o ponto final da 


































Figura 3. Inclinação versus equivalência para os valores de equivalência de 9,025; 9,46 
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RBF adicionado (µg RBF/g água ou iogurte) 
 
Figura 4. Curva analítica de seletividade. Massas conhecidas e crescentes de RBF foram 
adicionadas em água ou em iogurte. Cada ponto representa a média de três replicatas ± 



















                                        
                                        
                                        
                                        
                                        
                                        
                                        
























Figura 5. Curva analítica utilizada na determinação do limite de detecção, considerando 
































INFLUÊNCIA DA ADIÇÃO DE LUTEÍNA , TIPO DE EMBALAGEM  E 
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O presente trabalho avaliou a estabilidade oxidativa de iogurte adicionado de 
luteína em embalagens de polipropileno, com diferent s propriedades de barreira ao 
oxigênio, na presença e ausência de luz, durante 35 dias de estocagem refrigerada. 
Iogurtes fabricados sem luteína e com um equivalente a 1,5 mg de luteína no produto 
final foram caracterizados quanto ao teor de carotenóid s totais, teor de riboflavina, 
oxigênio dissolvido na amostra e presente no headspace e a degradação da riboflavina e 
luteína foram acompanhadas durante a estocagem. Houve diminuição do teor de 
riboflavina e aparecimento de produtos de oxidação nos iogurtes sem luteína e expostos 
à luz. Os iogurtes com luteína apresentaram teores de riboflavina e de carotenóides 
constantes durante o tempo de estocagem sob luz, o mesmo ocorrendo para as amostras 
mantidas no escuro. O tipo de embalagem influenciou no teor de oxigênio dissolvido e 
no headspace, mas não afetou a degradação da riboflavina. Os resultados mostram que a 
luteína impediu a foto-degradação da riboflavina no iogurte exposto à luz, independente 
do tipo de embalagem utilizada. Todos os iogurtes apresentaram teores de luteína 
praticamente constantes durante todo o período de estocagem refrigerada, permitindo 
supor que toda a luteína adicionada permaneceu disponível ao final do período de 
estocagem. 
 













This study evaluated the oxidative stability of lutein-added yogurt packaged in 
polypropylene presenting different barrier properties to oxygen in the presence and 
absence of light, during 35 days of refrigerated storage. Yogurts made without extra 
lutein and 1.5 mg of added lutein in the final product were analysed for total 
carotenoids, riboflavin content, and dissolved oxygen present in the sample and present 
in the headspace. The degradation of riboflavin followed by spectrofluorimetry. Without 
lutein content of riboflavin decreased and the apperance of oxidation products in the 
yogurt exposed to light. The yogurts with lutein presented content of riboflavin and total 
carotenoids detected during the storage time under light; the same occurred for the 
samples kept in the dark. The type of packaging affected the dissolved oxygen and in 
the headspace, but did not affect the degradation of rib flavin. The results show that 
lutein prevented the degradation of riboflavin in yogurt exposed to light, regardless of 
the type of packaging used. For all yogurts lutein was fairly constant throughout the 
period of cold storage, allowing the assumption that all added lutein remained available 
at the end of the storage period. 
 


















Os carotenóides são pigmentos naturais conhecidos por sua atividade biológica e 
aplicação como corantes. São sintetizados somente por plantas e por microrganismos e, 
portanto a sua presença em animais é atribuída à ingestão de alimentos (Minguez-
Mosquera et al. 2002). A luteína é um carotenóide que faz parte do grupo das xantofilas, 
e que se acumula na mácula, parte central da retina humana responsável pela acuidade 
visual e onde se concentra grande parte dos fotorreceptores. (Landrum et al., 1999). 
Fontes ricas em luteína incluem espinafre (11,9 mg/100g), brócolis (2,4 mg/100g) e 
couve (15,8 mg/100g) (Khachik et al., 1995).  
Em humanos, acredita-se que a luteína apresenta duas grandes funções 
protetoras: (1) como filtro de luz azul, e (2) como inativador e sequestrador de espécies 
reativas de oxigênio foto-induzidas. (Alves-Rodrigues e Shao, 2004). A luz azul (de 
comprimento de onda ao redor de 450 nm) é a forma de luz visível de maior energia, e é 
conhecida por induzir o dano foto-oxidativo pela geração de espécies reativas de 
oxigênio. A luteína, com pico de absorção a 446 nm no espectro visível, filtra a luz azul 
evitando a formação de espécies reativas de oxigênio. 
A este composto são atribuídas propriedades antioxidantes e diversas atividades 
biológicas contra doenças degenerativas. A luteína stá associada principalmente com a 
diminuição e prevenção da ocorrência de catarata e deg neração macular relacionada à 
idade (DMRI), que é a principal causa de cegueira irreversível em idosos nos países do 
ocidente, atingindo 25% da população acima de 75 anos no Brasil (IOG, 2010; CBO, 
2010). A ingestão de 6 mg ao dia de luteína é a dose recomendada para a diminuição de 
mais de 43% do risco de DMRI (Seddon et al., 1994). 
Com a crescente valorização de alimentos industrializados funcionais e o 
aumento da preocupação com a saúde e bem-estar, a aplic ção da luteína como 
ingrediente em bebidas e alimentos pode ser bastante conveniente e atrativa. Nessa 
busca por alimentos que trazem benefícios à saúde, os produtos lácteos se destacam e 
são os principais veículos para adição de substâncias funcionais.  
Até o momento, poucos estudos sobre a adição de luteína em produtos lácteos 
foram realizados. Jones et al. (2005) estudaram a estabilidade da luteína durante a 
maturação de queijo Cheddar. As amostras tinham diferentes concentrações de luteína: 
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1, 3 e 6 mg / 28 g (porção de queijo). Não houve degradação de luteína durante as 24 
semanas de maturação do queijo. 
Aryana et al. (2006) verificaram a estabilidade da luteína adicionada ao iogurte 
de morango. Foram adicionadas concentrações de 0,5; 1,5; e 3,0 mg por 170 g de 
iogurte. Houve diminuição de cerca de 10% da concentração de luteína durante o 
período de estocagem refrigerada. Essa diminuição da luteína foi mais acentuada 
principalmente na quinta semana. 
Em um estudo realizado com cream cheese, Tokusoglu (2008) adicionou 0,5; 
0,75; 1,5 e 3,0 mg de luteína para cada porção de 170g. Os parâmetros analisados 
durante 6 semanas de estocagem refrigerada foram est bilidade da luteína, pH, sinérese, 
viscosidade, contagem microbiana e características sen oriais. O conteúdo de luteína se 
apresentou inalterado durante o período estudado. 
Tanto a luteína como os produtos lácteos são sensíveis à ação da luz e oxigênio. 
Os produtos lácteos são sensíveis à luz devido à presença da riboflavina (vitamina B2), 
caracterizada por ser um forte sensitizador, capaz de absorver a energia luminosa e 
transferi-la para moléculas de oxigênio altamente reativas, desencadeando uma série de 
reações de oxidação nos componentes do leite (proteína, lipídeos e vitaminas) que 
resultam em perdas nutricionais e alterações sensoriais (descoloração e off-flavors), 
sendo assim um indicador de ocorrência de foto-oxidação em produtos lácteos (Borle et 
al., 2001). 
A riboflavina (RBF) possui três faixas de absorção de luz: aproximadamente 250 
380 e 450 nm, sendo esta a mais crítica, uma vez qu se encontra na região de luz 
visível emitida por luz fluorescente presente em grande parte dos estabelecimentos 
comerciais (Alves e Jaime, 2006). A distribuição das formas reativas de oxigênio 
formadas pela sensitização da riboflavina depende da disponibilidade de oxigênio, da 
concentração de riboflavina e da presença de outras substâncias oxidantes ou 
inativadoras (Choe et al, 2005).  
A RBF é altamente fluorescente (com emissão máxima ao redor de 525 nm) 
assim como os produtos gerados da sua foto-degradação, lumicromo e lumiflavina, os 
quais apresentam emissão máxima na região de 444 a 79 nm e 516 a 522 nm 
respectivamente (Fox e Thayer, 1998). Uma das maneiras de avaliar a ocorrência de 
foto-oxidação em produtos lácteos é a determinação de riboflavina e seus produtos de 
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degradação através espectroscopia de fluorescência (Andersen et al. 2005, Becker et al., 
2003; Wold et al., 2006; Zandomeneghi, et al. (2007). 
A embalagem pode prevenir diretamente o desenvolvimento de off-flavors 
causados pela foto-oxidação dos componentes dos produtos lácteos, protegendo contra 
ação de luz e oxigênio (Vassila et al, 2002). As embalagens plásticas têm sido utilizadas 
no lugar de garrafas de vidro e de cartonadas (Defoss , 2000). Entretanto  todos os tipos 
de embalagens plásticas incluem transmissão de luz e permeabilidade ao oxigênio 
(Rysstad et al, 1998). Atualmente, a maioria dos iogurtes comerciais utiliza embalagens 
de polipropileno (PP), polietileno (PE) e poliestireno (PS).  
Esse trabalho avaliou a influência da adição de luteína na estabilidade oxidativa 
do iogurte acondicionado em embalagens com diferents permeabilidades ao oxigênio, 
na ausência e presença de luz. O teor de carotenóides totais, teor de riboflavina, 
oxigênio dissolvido na amostra e presente no headspace e a degradação da riboflavina 
foram acompanhados durante os 35 dias de estocagem refrigerada. 
 
2. MATERIAIS E MÉTODOS 
2.1 Materiais 
Leite em pó desnatado Molico® (Nestlé, Araçatuba, SP - Brasil) foi comprado 
em supermercado da cidade de Campinas (SP - Brasil), sendo todo do mesmo lote 
(917946032) e em quantidade suficiente para desenvolver a pesquisa. A cultura láctea 
mista liofilizada de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus (YO-MIX 
505 LYO 200®) foi fornecida pela Danisco (Cotia, SP, Brasil). A formulação de luteína 
0,3% utilizada foi a Vegex Lutein WS® – corante natural de luteína para fins 
alimentícios, da Christian Hansen (Horsholm - Dinamarca). Além da luteína, a mistura 
continha ainda na sua composição água desmineralizad , amido modificado, óleo de 
girassol, maltodrextrina, ácido ascórbico, tocoferóis naturais e benzoato de sódio. A 
água utilizada nos experimentos foi inicialmente bi-destilada e em seguida deionizada 
(Millipore). Os copos plásticos de polipropileno com e sem barreira utilizados para o 
envase dos iogurtes foram fornecidos pela Dixie Toga (Votorantim, SP - Brasil). Os 
iogurtes foram acondicionados sob incidência de luz f orescente TL8® 15 w da 




2.2 Preparo dos iogurtes 
Os iogurtes foram produzidos a partir de leite desnatado em pó Molico®, 
reconstituído a 10% de sólidos totais e cultura láctea mista liofilizada de Streptococcus 
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus. Metade do volume de leite foi adicionado de 
luteína, antes da inoculação da cultura láctea. O teor de luteína adicionado ao leite foi 
calculado para resultar em um equivalente a 1,5 mg de luteína/120 g de iogurte. O leite 
adicionado de cultura foi distribuído em copos plástico  de 210 mL que foram selados 
por termo indução. A quantia de iogurte adicionada nos copos foi de 120 g, resultando 
em um volume de headspace de aproximadamente 30 mL. Foram utilizados dois tipos 
de embalagens: de Polipropileno (PP): (a) PPcomum, co  baixa barreira ao oxigênio 
(permeabilidade de 0,39 cm3 oxigênio/embalagem/dia) e opacidade de 85,36%; (b) 
Polipropileno com Etilelo Vinil Álcool (PPcoex) com barreira média ao oxigênio 
(permeabilidade de 0,09 cm3 oxigênio/embalagem/dia) e opacidade de 84m,03%. A 
fermentação do leite, realizada em estufa Marconi modelo MA 415/S® (Piracicaba – SP, 
Brasil) a 45°C, foi interrompida através de resfriamento dos copos em banho de gelo, 
quando o pH 4,8 foi atingido. Os copos de iogurte com e sem luteína, acondicionados 
nos dois tipos de embalagem foram igualmente distribuídos em estufas BOD Marconi 
modelo MA 415® (Piracicaba – SP, Brasil) a 5°C, e armazenados durante 35 dias, na 
presença e ausência de luz fluorescente (aproximadaente 1.000 lux). As amostras 
armazenadas sob luz receberam radiação na parte superior, semelhantemente às 
condições encontradas em supermercados. Em cada dia de análise, as amostras foram 
retiradas aleatoriamente e em seu lugar foi colocadas embalagens com as mesmas 
características e igualmente seladas. 
A determinação da composição do iogurte foi realizada após 2 dias de 
fabricação. Análise de teor de carotenóides totais, teor de riboflavina, oxigênio 
dissolvido na amostra e presente no headspace e a degradação da riboflavina por 
espectrofluorimetria foram realizadas aos 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de estocagem 
refrigerado. As determinações de RBF foram feitas em duplicata e os teores de 
carotenóides totais, oxigênio dissolvido, oxigênio presente no headspace foram 
realizadas em triplicata. Antes de cada análise, o iogurte foi homogeneizado no próprio 
copo. Todo o procedimento de preparação do iogurte e as análises subsequentes foram 




2.3 Composição dos iogurtes 
As análises de composição do iogurte foram realizadas em triplicata. O pH foi 
determinado por meio de método potenciométrico, em potenciômetro da marca Digimed 
modelo DM22® (São Paulo, SP - Brasil), conforme AOAC (1995). A determinação de 
acidez foi realizada em triplicata, segundo AOAC (1995). Para os iogurtes sem adição 
de luteína, determinou-se a acidez por titulação com NaOH 0,01N, e para os iogurtes 
adicionados de luteína, a acidez foi determinada por meio de titulação com NaOH 
0,01N com auxílio de potenciômetro, com agitação constante até pH 8,0 - 8,25, sendo 
os resultados expressos em graus Dornic. 
O teor de extrato seco total foi determinado gravimetricamente, em estufa sob 
circulação forçada de ar, a 100 °C durante 24 horas, de acordo com AOAC (1995). A 
determinação do teor de gordura foi realizada segundo método Mojonnier, descrito em 
AOAC (1995), tendo sido realizadas três extrações com álcool etílico, éter etílico e éter 
de petróleo. A fase orgânica foi coletada em placas de vidro, as quais permaneceram em 
placa aquecida até total evaporação dos solventes, sendo posteriormente levadas à estufa 
à 105 °C durante 50 minutos. Os teores de nitrogêni e proteína foram determinados 
pelo método de Kjeldahl, segundo AOAC (1995) e Barbano (1991). A porcentagem de 
proteína total foi obtida pela multiplicação da porcentagem de nitrogênio por 6,38. 
 
2.4 Análises realizadas durante a estocagem dos iogurtes 
2.4.1 Teor de oxigênio 
Realizou-se a medida de oxigênio presente no headspace das embalagens antes 
de serem abertas, em equipamento Mocon Pac Check model 650 Dual Headspace 
Analyzer® (Minneapolis, MN, USA) de acordo com as instruções do fabricante. Um 
septo foi utilizado para minimizar a saída de gás durante as medições. A determinação 
de oxigênio dissolvido nas amostras, em oxímetro Mettler Toledo MO 128 Dissolved 
Oxygen Meter® (Schwerzenbach – Switzerland), foi realizada por meio da imersão do 
eletrodo diretamente no iogurte. Foram realizadas três medições no mesmo copo, em 
posições diferentes. 
 
2.4.2 Carotenóides totais 
Para os iogurtes com adição de corante, 1,0 ± 0,1 g de iogurte foi pesado em 
tubos de vidro e adicionados de 4 mL de tetrahidrofurano (THF). A extração foi 
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realizada por meio de agitação em vortex durante 1 minuto, seguida de centrifugação a 
1154 g/ 5 minutos a 20 °C, sendo o sobrenadante transferido para um Erlenmeyer de 50 
mL. O processo de extração e centrifugação foi repetido 5 vezes até extração exaustiva 
dos carotenóides presentes no iogurte. Os extratos foram combinados e transferidos para 
um funil de separação de 500 mL, contendo a mistura de solventes éter etílico:éter de 
petróleo (2:1, v/v) para a etapa de partição. O extrato foi lavado 10 vezes com água 
destilada (aproximadamente 5 L), recolhido em Erlenm yer de 125 mL, e adicionado de 
sulfato de sódio anidro para retirada de  água residual da etapa de lavagem. Em seguida, 
o extrato foi transferido para balão de fundo redondo e o solvente foi completamente 
evaporado em evaporador rotatório (T ≤ 38 °C). O extrato seco foi então redissolvido 
em etanol e o volume foi aferido em balão volumétrico de 10 mL. A absorbância do 
extrato a 445 nm foi medida em espectrofotômetro UV-visível Agilent 8453® (Santa 
Clara, EUA), e a concentração dos carotenóides totais foi calculada como luteína de 
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Onde C é a concentração de carotenóides totais expressos como luteína; A é a 
absorbância a 445 nm e 
1%
1cmE  é a absortividade da luteína a 445 nm (2550 em etanol). 
A determinação do teor de carotenóides totais dos iogurtes sem adição de 
corante (controle) foi realizada da mesma maneira. Entretanto, a quantia inicial de 
amostra pesada foi de 4,0g ± 0,1 g e o extrato seco foi redissolvido em 1 mL de etanol. 
A análise foi realizada para avaliar o teor de carotenóides totais do iogurte, provindos 
naturalmente do leite e eventualmente presentes no iogurte. Os resultados mostraram a 
quase ausência de carotenóides no iogurte, com valores abaixo do limite de detecção do 
método (< 0,05 µg/g), o que era esperado por se tratar de iogurte desnatado. Portanto, os 
resultados de carotenóides totais obtidos para os iogurtes adicionados de luteína foram 




2.4.3 Determinação de riboflavina 
A determinação de RBF em iogurte foi feita por titulação espectrofluorimétrica 
da RBF por solução de RBPO, baseado no método descrito po  Zandomeneghi et al. 
(2007), otimizado e validado por Domingos et al (resultados ainda não publicados; ver 
capítulo 2). Riboflavin binding protein (RBPO), (forma apo, Sigma R8628) foram 
adquiridas pela Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA). O espectrofotômetro 
Cary Eclipse® (Varian, Palo Alto, CA, USA) foi equipado com acessório (Varian 
Accessory Solid Sample, Melbourne, Australia) capaz de regular a inclinação do ângulo 
de posicionamento da amostra para permitir medidas em front-face, a fim de minimizar 
a radiação que reflete e se espalha durante a incidência da luz na amostra. O melhor 
ângulo foi 27° em relação à luz incidente.  
Os espectros foram medidos em cubetas de quartzo (1 × 1 cm) com massa 
medida em balança AE 200® (Mettler Toledo, Zurique, Suíça) de 0,3 g à qual foram 
adicionados 400 µL de água, para facilitar a homogeneização da amostra adicionada de 
solução de RBPO durante a titulação. As fendas de excitação e emissão foram iguais 
(10 nm), o tempo de integração foi 0,5 s e o incremento no comprimento de onda do 
espectro de varredura foi de 1 nm. A emissão foi medida entre 480 nm a 700 nm, com 
excitação da amostra a 450 nm. Os experimentos de titulação da RBF foram efetuados 
pela adição de alíquotas de 10 a 15 µL de RBPO na amostra a fim de suprimir a 
fluorescência gradualmente. Após cada adição, a cubeta foi agitada vagarosamente em 
vortex durante 30 segundos, e em seguida se mediu a emissão. Cerca de 15 a 20 adições 
foram necessárias em cada experimento. As titulações realizadas nos iogurtes durante o 
período de estocagem foram feitas em duplicata. 
O método espectrofluorimétrico para a quantificação de RBF em iogurte foi 
otimizado e validado para iogurte de acordo com as recomendações da IUPAC 
(Thompson, 1999, 2002) e da ICH – International Conference of Harmonization (1996) 
por Domingos et al. (2010) (resultados não publicados), apresentando uma exatidão de 
(99 ± 2) %. Os experimentos de robustez mostraram que o método é efetivo mesmo 
quando o produto é analisado após 30 dias de estocagem.  
 
2.4.4 Avaliação da degradação de RBF 
Para ilustrar a foto-degradação da RBF nos iogurtes, medidas 
espectrofluorimétricas foram realizadas no espectrofotômetro Cary Eclipse® (Varian, 
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Palo Alto, CA, USA).  As condições utilizadas foram as mesmas descritas para a 
determinação da riboflavina, com exceção da emissão que foi medida entre 400 nm e 
700 nm, com excitação a 380 nm. 
 
2.5 Planejamento experimental e avaliação estatística dos resultados 
Para avaliação da evolução dos teores de riboflavina, oxigênio dissolvido e 
oxigênio presente no headspace com o tempo de estocagem refrigerada, foi adotado um 
delineamento do tipo split-split-split-plot. O fator estudado foi a adição de corante de 
luteína no iogurte, sendo o tipo de embalagem e tipo de acondicionamento sub-parcelas 
do corante luteína, e o tempo de estocagem, uma sub-parcela de embalagem e tipo de 
acondicionamento, como ilustrado na Figura 1. Os enaios foram realizados em 2 
blocos. As diferenças entre os tratamentos das amostras e os tempos de estocagem, e as 
interações entre elas, obtidas nas avaliações de riboflavina, carotenóides totais, oxigênio 
dissolvido e oxigênio presente no headspace foram avaliadas por ANOVA. Os fatores 
e/ou interações que apresentaram valores de p ≤ 0,005 foram considerados 
significativamente diferentes. As análises dos resultados (graus de liberdade, quadrados 
médios e probabilidades) estão apresentadas nas Tabelas, sendo os valores 




















3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1 Composição do iogurte  
A composição média dos iogurtes produzidos é apresentada na Tabela 1. 
 
Tabela 1. Composição média dos iogurtes com e sem adição de luteína. 
Composição Sem luteína Com luteína 
pH 4,43 ± 0,11 4,55 ± 0,07 
acidez (%ácido láctico) 0,80 ± 0,04 0,71 ± 0,06 
Proteína total (%) 3,6 ± 0,34 3,8 ± 0,20 
EST (%) 9,4 ± 0,18 9,47 ± 0,06 
Gordura (%) 0,06 ± 0,01 0,1 ± 0,01 
 
O Regulamento de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados (MAPA, 
2000) preconiza que o iogurte desnatado deve apresentar no máximo 0,5% de gordura, 
acidez de 0,6 a 2,0 gramas de ácido lático por 100 gramas de produto, e proteína total de 
no mínimo 2,9%. A Tabela 1 mostra que os iogurtes produzidos apresentam uma 
composição típica e que se encontram dentro dos padrões estabelecidos pela legislação 
vigente. 
 
3.2 Influência da luz e da embalagem na estabilidade do corante luteína 
adicionado ao iogurte 
 
A Tabela 2 apresenta o teor de carotenóides totais nos iogurtes adicionados de 










Tabela 2. Teor de carotenóides totais em iogurtes adicionados de corante luteína. 
 Carotenóides totais (µg/g) 
 Com luteína 
 PPcoex PPcomum 
Dias Com Luz Sem Luz Com Luz Sem Luz 
0 10,67 ± 0,009 10,67 ± 0,01 10,71  ± 0,36 10,75 ± 0,42 
7 10,96 ± 0,28 10,84 ± 0,19 10,92 ± 0,03 10,48 ± 0,14 
14 11,07 ± 0,43 10,35 ± 0,36 11,28± 0,42 10,72 ± 0,36 
21 11,24 ± 0,28 10,74 ± 0,12 11,19± 0,32 10,71 ± 0,19 
28 11,19 ± 0,45 10,80 ± 0,09 10,81 ± 0,41 10,74 ± 0,15 
35 10,98 ± 0,10 10,61 ± 0,23 11,53 ± 0,13 10,71 ± 0,075 
 
Os resultados mostram que os valores da luteína se mantiveram praticamente 
constantes durante todo o período de estocagem refrigerado, independente da 
embalagem utilizada, na presença e ausência de luz.  
 
A Figura 2 mostra o comportamento da luteína na presença e ausência de luz, 
deixando evidente que nas duas situações, a luteína s  manteve estável com o tempo de 






Figura 2. Efeito da luz no teor de luteína dos iogurtes com o tempo de 
estocagem. Figura 9 
Os resultados mostram que o teor de luteína dos iogurtes permaneceu constante 
tanto na presença como ausência da luz (aproximadamente 10 µg por grama de iogurte) 
indicando que a luteína adicionada ao iogurte não foi degradada pela ação da luz. 
Outros autores (Jones et al., 2005; 2006; Tokusoglu, 2008) também observaram que a 
luteína se manteve estável durante a estocagem e não foi degradada quando adicionada 
a produtos lácteos. Segundo Mercadante (2008), a presença de macromoléculas oferece 
certa fotoproteção aos carotenóides em alimentos, aravés da complexação destas com 
os carotenóides ou podem agir como filtro, o que reduz a incidência de luz, que poderia 
foto-degradar os carotenóides.  
 
3.3. Influência da luz e da embalagem na estabilidae do teor de riboflavina 
dos iogurtes 
A Tabela 3 indica os valores de riboflavina nos iogurtes acondicionados em 




Tabela 3. Valores de RBF em iogurtes com e sem adição de corante luteína. 
 RBF (mg/100g) 
 Sem luteína Com luteína 
 PPcoex PPcomum PPcoex PPcomum 
Dias Com luz  Sem luz  Com luz  Sem luz  Com luz  Sem luz  Com luz  Sem luz  
0 0,23 ± 0,03 0,23 ± 0,03 0,23 ± 0,0001 0,27±0,06 0,24 ± 0,02 0,23 ± 0,01 0,24 ± 0,02 0,22 ± 0,007 
7 0,20 ± 0,01 0,24 ± 0,003 0,22 ± 0,005 0,25 ± 0,001 0,24 ± 0,002 0,23 ± 0,01 0,26 ± 0,03 0,23 ± 0,002 
14 0,19 ± 0,01 0,23 ± 0,005 0,19 ± 0,0004 0,25 ± 0,002 0,23 ± 0,0007 0,22 ± 0,002 0,22 ± 0,001 0,24 ± 0,006 
21 0,16 ± 0,02 0,25 ± 0,01 0,15 ± 0,02 0,24 ± 0,003 0,24 ± 0,001 0,24 ± 0,001 0,24 ± 0,006 0,24 ± 0,002 
28 0,12 ±0,001 0,24 ± 0,008 0,13 ± 0,02 0,23 ± 0,02 0,22 ± 0,007 0,24 ± 0,005 0,23 ± 0,007 0,23 ± 0,02 








A partir da análise da Tabela 3, é possível observar que os teores de riboflavina 
diminuíram nos iogurtes sem adição de corante e que ficaram expostos à luz, tanto para 
os iogurtes em embalagem de PPcomum quando para de PPcoex. Entretanto, para os 
iogurtes sem corante acondicionados no escuro e para os iogurtes adicionados de 
corante, os teores de RBF permaneceram praticamente co stantes. 
A Tabela 4 apresenta a avaliação estatística do efeito da adição de luteína, da 
exposição à luz, do tipo de embalagem e do tempo de estocagem no teor de riboflavina 
dos iogurtes. 
 
Tabela 4. Quadrados médios e probabilidades para riboflavina dos iogurtes durante o 
tempo de estocagem. 
 Riboflavina 
Fatores GL QM P 
Tempo 4 0,00266641 0,0001* 
Luteína*tempo 4 0,00202937 0,0009* 
Embalagem*tempo 4 0,00017052 0,7521 
Luz*tempo 4 0,00223784 0,0004* 
Luteína 1 0,00775569 0,1016 
Embalagem 1 0,00068472 0,3700 
Luteína*embalagem 1 0,00029294 0,5014 
Luz 1 0,01672010 0,0005* 
Luteína*luz 1 0,02200305 0,0003* 
Embalagem*luz 1 0,00000191 0,9168 
GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio; p = probabilidade 
 
Como pode ser visto na Tabela 4, o tipo de embalagem não influenciou o teor de 
RBF dos iogurtes com ou sem luteína, na presença ou ausência de luz, durante o tempo 
de estocagem refrigerado (p>0,05). As embalagens apresentavam diferenças na barreira 
ao oxigênio, o que significou que a concentração de xigênio não teve nenhum efeito na 
degradação da RBF. Mesmo apresentando diferentes barreiras ao oxigênio, a 
concentração de oxigênio no iogurte não surtiu efeito na degradação da RBF. 
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O teor de oxigênio no headspace só variou significativamente (p<0,05) com o 
tempo de estocagem. Após a fabricação do iogurte, o or de oxigênio no headspace, 
que era em média 15,8 %, diminuiu para cerca de 11 % de O2 após 7 dias de estocagem 
e permanecendo praticamente constante com o tempo. Houve pequenas diferenças no 
teor de oxigênio dissolvido (1,7 a 1,2 ppm O2) em função do tempo, luz e embalagem 
com o tempo. Entretanto, apesar dessas diferenças serem estatisticamente significativas 
(p<0,05), a maior ou menor concentração de oxigênio nã  afetou a degradação da 
riboflavina. 
O tempo de estocagem e a luz exerceram influência significativa sobre o teor de 
riboflavina. Entretanto, as interações tempo*luteína, tempo*luz e luteína*luz também 
foram significativas. Quando a interação de duas variá eis exerce influência sobre o 
parâmetro analisado, deve-se analisar o efeito da interação, e não das variáveis 
independentemente. Assim apenas as interações foraman lisadas. As Figuras 3, 4 e 5 
indicam o efeito da interação da luz com o tempo, da luteína com a luz e da luteína com 





















Interaction Plot (data means) for RBF
 





A Figura 3 mostra o efeito da luz e do tempo no teor de RBF. As amostras que 
não ficaram expostas à luz apresentaram teor de RBF praticamente constante durante o 
período de estocagem (aproximadamente 0,24 mg de RBF por 100 g de iogurte). 
Entretanto, os iogurtes expostos à luz sofreram queda nos teores de RBF durante a 
estocagem (de aproximadamente 0,24 mg para 0,17 mg de RBF por 100g de iogurte), 
mostrando a ocorrência de foto-oxidação da riboflavina, e que ela aumenta com o tempo 





















Interaction Plot (data means) for RBF
 
Figura. 4. Efeito da interação luz e luteína sobre o t or de RBF. Efeito da interação luz e 
luteína sobre o teor de RBF. Figura 11 
 
Os iogurtes adicionados de luteína não apresentaram variação no conteúdo de 
RBF, independente da presença ou ausência de luz, permanecendo entre 0,23 e 0,24 mg 
de RBF por 100g de iogurte (Figura 4). Os iogurtes s m adição de luteína mostraram 
um comportamento diferente. Quando expostos à luz, o teor de RBF diminuiu 
sensivelmente (aproximadamente 0,17 mg de RBF por 100 g de iogurte) em relação aos 
que ficaram no escuro (0,25 mg de RBF por 100 g), mostrando que a luteína protegeu a 























Interaction Plot (data means) for RBF
 
Figura 5. Interação dos fatores tempo e luteína sobre  teor de RBF. Figura 12 
 
A Figura 5 mostra que os iogurtes adicionados de luteína apresentaram pouca 
oscilação no teor de RBF durante o período de estocagem, permanecendo entre 0,23 e 
0,24 mg de RBF por 100 g de iogurte. Quando não houve adição da luteína, os iogurte 
apresentaram uma diminuição acentuada nos teores de RBF com o aumento do tempo 
deestocagem, de 0,24 mg para 0,17 mg de RBF por 100 g de iogurte. Esses resultados 
mostram que, na ausência de luteína, a degradação da riboflavina se acentua com o 
tempo, o que significa que ela foi sensitizada pela luz. Ao atuar como sensitizador, a 
riboflavina promove a foto-oxidação de proteínas e gordura, diminuindo a qualidade 
sensorial do iogurte com o tempo. Quando a luteína st va presente, o teor de RBF se 
manteve praticamente inalterado durante os 35 dias de estocagem refrigerada. O tempo 
de vida de prateleira de um iogurte comercial é geralmente de 30 dias. Isso significa que 
um iogurte adicionado de luteína, além de poder ser um produto funcional com 







3.3.1 Degradação da riboflavina 
A Figura 6 ilustra que durante o período de estocagem refrigerada sob incidência 
de luz, há redução da fluorescência ao redor de 525 nm, indicando degradação da RBF. 
A degradação da RBF resulta na formação de compostos flu rescentes como o 
lumicromo e a lumiflavina os quais emitem na região de 444 a 479 nm e a 516 a 522 
respectivamente. A análise do espectro fluorescente da Figura 6 indica um aumento da 
fluorescência na região de 414 a 490 nm, que pode ser decorrência da formação de 
lumicromo. É possível observar que há aumento da formação deste composto com o 
aumento do tempo de estocagem do iogurte. Um perfil semelhante de redução de 
fluorescência da RBF foi observado por Wold et al. (2002, 2006) e Andersen et al. 
(2005) durante a avaliação de foto-oxidação em produtos lácteos. 
 
                                        
                                        
                                        
                                        
                                        
                                        

























Figura 6. Espectro fluorescente dos iogurtes sem adição de corante luteína após 










Iogurtes adicionados de luteína apresentaram estabilidade oxidativa. Quando 
expostos à luz, não houve diminuição do teor de riboflavina durante os 35 dias de 
estocagem refrigerada, como ocorreu nos iogurtes sem luteína que apresentaram 
degradação da riboflavina e formação de compostos de oxidação. As diferentes 
permeabilidades ao oxigênio das embalagens utilizadas não influenciaram a foto-
oxidação do iogurte, o que permite o uso de embalagens mais baratas, sem barreira ao 
oxigênio. O teor de luteína permaneceu praticamente inalterado com o tempo de 
exposição à luz, independente da embalagem utilizada. Isso significa que toda a luteína 
suplementada ao iogurte estará disponível no produto consumido durante o tempo de 
vida de prateleira que é geralmente de 4 semanas. 
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Um método fluorimétrico, aliado a técnica de front face, para determinação de 
RBF em iogurte foi otimizado e validado. A validação mostrou que o método é seletivo, 
linear, robusto, preciso e exato, e totalmente aplicável para determinação de RBF em 
iogurte. Além disso, o uso da técnica de front-face dispensou as etapas morosas e 
cansativas de preparação e purificação de amostra, como descrito no método oficial da 
AOAC (2006). 
Iogurtes adicionados de luteína apresentaram estabilidade oxidativa. Quando 
expostos à luz, não houve diminuição do teor de riboflavina durante os 35 dias de 
estocagem refrigerada, como ocorreu nos iogurtes sem luteína que apresentaram 
degradação da riboflavina. As diferentes permeabilidades ao oxigênio das embalagens 
utilizadas não influenciaram a fotoxidação do iogurte, o que permite o uso de 
embalagens mais baratas, sem barreira ao oxigênio. O teor de luteína permaneceu 
praticamente inalterado com o tempo de exposição à luz, independente da embalagem 
utilizada. Isso significa que toda a luteína suplementada ao iogurte estará disponível no 
produto consumido durante o tempo de vida de prateleira que é geralmente de 4 
semanas. 
 
 
